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Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen  
Ak  Antikörper 
AP  Angina pectoris 
ApoE  Apolipoprotein E 
ATP  Adenosin-5„-triphosphat 
bp  Basenpaar(e) 
BSA  Bovines Serumalbumin 
CAM  Cellular adhesion molecules 
cDNA  Copy DNA 
CP  Crossingpoint 
CR  consensous repeat 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
DNA  Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP  2„Desoxyribonucleosid-5„-triphosphat 
DTT  Dithiothreitol 
EDTA  Ethylen-Diaminoethylether-Tetraacetat 
EGF  epidermal growth factor (Epidermaler Wachstumsfaktor) 
EGTA  Ethylenglycol-bis-(ß-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure 
ELISA  Enzyme linked immunabsorbent assay 
EZM  extrazellulärere Matrix  
FACS  Fluorescence associated Cell Sorter 
FGF  Fibroblast growth factor 
FITC  Fluoreszeinisothiocyanate 
FKS  Fetales Kälberserum 
GRO  Growth-related-oncogene 
HBSS  Hanks buffered salt solution (Hanks gepufferte Salzlösung) 
HEPES N-(2-hydroxyethyl)-piperazine-N„-(2-ethanesulfonic acid) 
I -B  Inhibitor -B 
ICAM  Intercellular adhesion molecule (intrazelluläres Adhäsionsmolekül) 
IF  Interferon 
Ig  Immunglobulin  
IKK  Inhibitor -B Kinase 
IL  Interleukin 
KHK  Koronare Herzkrankheit  
LB  Luria broth 
LDL  low density lipoprotein 
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LFA  Leukocyte function associated antigen 
Mac  Macrophage antigen 
MCP  Monocyte chemoattractant protein 
mRNA messanger RNA 
mSMC mediale SMC 
niSMC neointimale SMC 
NF- B  Nuclear factor B 
OD  Optische Dichte 
PAGE  Polyacrylamid Gelelektrophorese 
pAVK  periphere arterielle Verschlusskrankheit  
PBS  Phosphate buffered saline 
PCR  Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PDGF  Platelet derived growth factor 
PF  Plättchenfaktor 
PSGL  P-Selektin-Ligand 
PT(C)A Perkutane transluminale (Koronar)angioplastie  
RANTES regulated upon activation, normally T-expressed and presumably 
secreted 
RNA  Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
RT  Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkriptase PCR 
SD  Standard Deviation (Standardabweichung) 
SDF-1  Stromal cell-derived factor-1  
SDS  Sodiumdodecylsulfat 
SMA   -smooth muscle actin 
SMC  Smooth muscle cell (glatte Gefäßmuskelzellen) 
TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Temed  N,N,N„,N„-Tetramethylethylendiamin 
TF   Tissue factor 
TNF-   Tumornekrosefaktor-  
Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
TRITC Tetramethylrhodamin Isothiocyanat 
VCAM Vascular cell adhesion molecule 
VLA  Very late antigen 
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1 Einleitung 
1.1 Atherosklerose 
Die Atherosklerose ist als proliferativer Prozess der Gefäßwandzellen definiert, 
der über Zwischenstadien zur Plaquebildung mit der Gefahr des thrombotischen 
Arterienverschlusses führt. Von dieser pathologischen Veränderung der Gefäß-
wand abzugrenzen ist ein natürlicher Alterungsprozeß. Dieser manifestiert sich an 
der Gefäßwand im Sinne eines Elastizitätsverlustes. Die elastischen Eigenschaften 
sind endothelgesteuert und nehmen mit zunehmendem Alter, unabhängig von der 
Existenz von Risikofaktoren, ab. Es wird vermutet, dass neben den beeinflussba-
ren Faktoren auch die altersabhängig gestörte Endothelfunktion mit der Entwick-
lung der Atherosklerose in Zusammenhang steht. 
Dem gegenüber steht die pathologische degenerative Veränderung. Bisher ist 
keine einheitliche pathogenetische Kaskade der Atheroskleroseentstehung be-
schrieben worden. Es ist daher anzunehmen, dass eine Vielzahl von Mechanismen 
ineinander greifen und komplexe pathogenetische Prozesse zur Ausbildung der 
Atherosklerose beitragen. 
Am besten dokumentiert ist die „response to injury“-Hypothese 1,2 (Abb. 1). 
Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, das metabolische 
Syndrom, Fettstoffwechselstörung und Nikotinabusus begünstigen die Entstehung 
von Endothelläsionen. Neben den sogenannten beeinflussbaren Risikofaktoren 
sind familiäre Disposition, Lebensalter sowie das männliche Geschlecht unbeeinf-
lussbare Risikofaktoren der Atherosklerose. Auf dem Boden einer Endothelläsion 
kommt es zur vermehrten Thrombozytenaggregation und zur Anlagerung von 
Monozyten (Abb. 1B). Die Monozyten wandern in die geschädigte Zellwand ein 
und differenzieren zu aktiven Makrophagen. Durch die Aufnahme von oxidiertem 
LDL-Cholesterin werden sie, nach dem histologischen Bild, als Schaumzellen 
bezeichnet. Schaumzellen liegen als „fatty streaks“ organisiert vor und sind die 
frühste Erscheinungsform der Atherosklerose (Typ I, Einteilung nach Stary) (Abb. 
1C). Neben Makrophagen finden sich zunehmend auch glatte Muskelzellen in der 
Gefäßwand (Typ II). Anhaltende Aufnahme von LDL-Cholesterin zerstört die 
Schaumzellen und sie setzen Cholesterinkristalle frei. Glatte Gefäßmuskelzellen 
(smooth muscle cells, SMCs) proliferieren und werden der vorherrschende Zelltyp 
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in Typ III-Läsionen (Abb. 1D). Läsionen des Typs I–III führen noch zu keiner 
Gefäßstenosierung und sind als Zufallsbefund oft schon bei unter 30-jährigen zu 
finden. Das extrazellulär liegende Cholesterin konfluiert (Typ IV) als sogenannter 
Lipidkern (Abb. 1E). Dieser ist von einer „fibrous cap“ genannten Gewebestruk-
tur gegenüber dem Lumen abgegrenzt (Typ V). 
Elastica interna
Endothelzellen
SMCs
A
B
LDL-CholesterinC
SMCs
D
Kapillargefäß
Fibröse Kappe
Cholesterinkristalle
EThrombozyten
Monozyten
 
Abb. 1: Schematisierte Entstehung der Atherosklerose. (A) Normale Gefäßand. In der 
ersten Phase kommt es zur Thrombozytenaggregation und Anhaftung von Monozyten (B). 
Nach Transmigration differenzieren sie in der Gefäßintima zu Makrophagen, phagozytie-
ren LDL-Cholesterin und bilden den „fatty streak“ (C). Durch chemotaktische Stimuli, 
die aus den Entzündungszellen sezerniert werden, werden SMCs zur Migration und Proli-
feration angeregt. Durch Deposition von EZM-Bestandteilen entsteht über den Schaum-
zellen eine fibröse Kappe aus SMCs und EZM (D). Im fortgeschrittenen Stadium entsteht 
der sogenannte Lipidkern, der neben Schaumzellen extrazelluläre Cholesterinkristalle, 
Kalzifikationen und Zelldebris enthält (E) 
Kommt es durch atherosklerotische Plaques zu einer Lumeneinengung von 
70–80%, so ist eine kritische Reduktion des Blutflusses mit den typischen klini-
schen Symptomen einer koronaren Herzkrankheit (KHK) oder peripheren arteriel-
len Verschlusskrankheit (pAVK) die Folge. Bei langsam-progredientem Wach-
stum der Plaques ist die Kollateralisierung, also die Blut- und Sauerstoffversor-
gung über einen Umgehungskreislauf, möglich. 
Darüber hinaus kann sich das betroffene Gefäß kompensatorisch erweitern. 
Man spricht von „positivem Remodeling“. Kommt es zur fibromuskulären Um-
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wandlung der Plaque, spricht dies für einen klinisch stabilen Verlauf. Vor allen 
Dingen bei makrophagenreichen Läsionen, die oft nicht symptomatisch stenosie-
rend (<50% Stenose) sind, kann es zu einer Plaqueruptur kommen (Typ VI). Die 
bei Plaqueruptur aus Gefäßwand und Plaque freigesetzten prokoaguatoischen Fak-
toren wie z.B. „tissue factor“ (TF) führen zu lokaler Thrombosierung mit der Ge-
fahr eines akuten Gefäßverschlusses wie z.B. bei einem Myokardinfarkt. 
Eine wichtige Besonderheit der Atherosklerose ist ihr einerseits herdförmiges 
Aufreten, andererseits die progrediente Generalisation, die sie zur organübergrei-
fenden Systemerkrankung macht. Die aus der Stenosierung resultierende Minder-
durchblutung des nachgeschalteten Gewebes führt zu einer funktionellen Ein-
schränkung unter Belastung oder bei höhergradiger Stenosierung zu Beschwerden 
in Ruhe. 
Entscheidend für den Krankheitswert der Läsion ist neben der Größe aller-
dings die Lokalisation. Von besonderer Bedeutung sind koronare, cerebrale, vis-
zerale und periphere Gefäße. Während z. B. selbst langstreckige Verschlüsse gro-
ßer Arterien oft asymptomatisch bleiben, können bereits kleinere atheroskleroti-
sche Läsionen an anderer Stelle lebensbedrohlich sein: Ein Atherom an der Caro-
tisbifurkation kann beispielsweise zur cerebralen Ischämie als Folge eines emboli-
schen apoplektischen Insults führen, der Verschluss einer Koronararterie zum 
Myokardinfarkt. Weitere klinisch relevante Folgen einer Minderperfusion sind die 
Niereninsuffizienz bei Stenosierung der A. renalis oder die Claudicatio intermit-
tens bei pAVK. 
Neben einer medikamentösen Therapie, entweder anti-ischämisch oder zur 
Behandlung der Risikofaktoren wie der Hypertonie, gibt es Interventionsmöglich-
keiten zur Therapie der stenosierenden Atherosklerose. Dazu zählt zum einen die 
rekonstruktive Gefäßchirurgie im Sinne einer Bypass-Operation, zum anderen die 
kathetergestützte Angioplastie. 
1.2 Koronare Herzkrankheit  
Als KHK bezeichnet man die klinische Manifestation der Atherosklerose an den 
Koronararterien. In den westlichen Industrieländern ist die KHK noch immer die 
häufigste Todesursache. Die WHO geht in der „list of leading causes of disabili-
ty“ davon aus, dass im Jahr 2020 die KHK die häufigste Ursache für Invalidität 
sein wird. 
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Die klinischen Manifestationen der KHK sind der akute Myokardinfarkt und 
die instabile Angina pectoris, zusammengefasst als akutes Koronarsyndrom, so-
wie die stabile Angina pectoris und der plötzliche Herztod. Bei mehr als der Hälf-
te der Patienten sind der akute Infarkt oder der plötzliche Herztod die ersten 
Symptome der KHK. Eine symptomatische Angina pectoris (AP) bereits vor dem 
Infarkt liegt bei weniger als 50% der Patienten vor. Neben Ausschalten bzw. Re-
duktion der Risikofaktoren, der medikamentösen Therapie und der Bypass-
Operation ist vor allem die Angioplastie eine wichtige Behandlungsmethode. 
1.3 Perkutane transluminale Angioplastie (PTA) und Restenose 
Unter Angioplastie versteht man die röntgenkontrollierte Rekanalisation einer 
stenosierten Arterie. Dafür wird ein Ballonkatheter über einen Führungsdraht in 
das verschlossene Gefäß eingeführt und durch Insufflation des Ballons das Lumen 
eröffnet und geweitet. Der PTA-Mechanismus basiert auf einem kontrollierten 
Zerreißen der Intima bis hinein in die Media. Durch die Überdehnung von Intima 
und Muskelfibrillen entsteht eine permanente lokale Ektasie, die das Gefäßlumen 
in dilatiertem Zustand hält.  
Durch Modifikation des für Femoralarterien benutzten Dilatationskatheters
3
 
etablierte Grüntzig 1978 
4
 die Technik der transluminalen Angioplastie zur Re-
vaskularisierung von Koronararterien (PTCA). Seither steigt die Zahl der Inter-
ventionen von Jahr zu Jahr. In Deutschland wurden im Jahr 2002 208.178 PTCAs 
vorgenommen. Dies entspricht 253 Interventionen pro 100.000 Einwohner. 
Vor allem in Kombination mit dem Einbringen einer Gefäßendoprothese, ei-
nem Stent,
5-7
 hat sich die Indikationsbreite dieses minimalinvasiven Verfahrens 
vergrößert, und es ist heute die Methode der Wahl bei der Behandlung kurzstre-
ckiger Stenosen in der Peripherie sowie im Bereich der Koronararterien. Für die 
Angioplastie mit gleichzeitiger Stenteinlage in die A. carotis communis oder in-
terna gibt es noch keine Langzeitstudien, die ersten Eingriffe scheinen ähnlich 
hohe Erfolgsraten aufzuweisen. Die primären Erfolgsquoten liegen durchgehend 
sehr hoch bei ca. 80% bei Nierenarteriendilatation, bei 89–95% nach Dilatation 
der Beckenarterien und größer als 80% nach koronarer PTA. Die Offenheitsrate 
nimmt nach dem Eingriff kontinuierlich ab und ist stark von der Lokalisation der 
Läsion abhängig. Während die 5-Jahres Erfolgsrate nach Dilatation der Beckenar-
terie bei 50% liegt, kommt es in mehr als 60% der dilatierten femoro-poplitealen 
Stenosen erneut zu einer klinisch relevanten Verengung des Gefäßes. Nach koro-
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narer Angioplastie weisen durchschnittlich 30% der Patienten innerhalb des ersten 
Jahres eine klinisch relevante Restenose im Stentbereich auf. Akute Komplikatio-
nen wie Dissektion, Gefäßruptur oder -perforation, Embolien sowie Komplikatio-
nen an der Punktionsstelle wie Hämatome oder Infektionen sind selten. 
1.4 Restenose nach perkutaner koronarer Intervention  
Trotz verbesserter Technik, Einlage von Stents und temporärem Einsatz von po-
tenteren Thrombozytenaggregationshemmern (GP IIb/IIIa-Antagonisten oder 
Clopidogrel) ist die Restenosierung der dilatierten Gefäße noch immer die bedeu-
tendste Komplikation der PTCA. Im Durchschnitt entwickeln 30% der Patienten 
nach PTCA eine klinisch relevante Restenose, die durch eine neointimale Hyperp-
lasie verursacht ist und eine erneute perkutane Revaskularisierung notwendig 
macht
8
. Die angiographische Restenoserate liegt noch höher bei 40–50%9. Die 
primäre Stenose im Rahmen der Atherosklerose und die Restenose ähneln sich 
zwar, es gibt jedoch grundlegende pathogenetische und auch klinische Unter-
schiede zwischen den beiden Krankheitsbildern
10,11
. Ausgangspunkt der inflam-
matorischen Reaktion im Rahmen der Atherosklerose ist eine endotheliale Dys-
funktion, die durch verschiedenste Faktoren wie Diabetes mellitus, Hypertonie, 
aber auch durch Infektion mit Chlamydien oder Herpesviren verursacht sein kann. 
Die Restenose dagegen ist Folge einer akuten Verletzung, der Deendothelialisie-
rung durch die PTCA. Im Gegensatz zur allmählichen Entstehung der atheroskle-
rotischen Plaques über Jahrzente verläuft die Restenose akzeleriert und wird meist 
innerhalb der ersten sechs Monate post interventionem klinisch manifest. Sie ist 
durch eine neointimale Hyperplasie mit vorwiegend SMCs gekennzeichnet
10,12,13
. 
Im Gegensatz zur kompensatorischen Gefäßerweiterung (positives Remodeling) 
bei der Atherosklerose kommt es bei Rezidivstenosen zu einer Abnahme des Ge-
fäßaußendurchmessers, dem negativen arteriellen Remodeling (Tabelle 1). 
Die Bildung einer neuen Gefäßinnenfläche (Neointima) durch SMCs findet 
als Reparationsmechanismus nach jeder PTCA statt. Welche Faktoren und Me-
chanismen die überschießende Neointimabildung induzieren und dadurch zu einer 
Restenose führen, konnte noch nicht bis ins Detail geklärt werden. Zwar konnten 
verschiedene Risikofaktoren für die Entwicklung einer Rezidivstenose (Diabetes 
mellitus, instabile AP, akuter Myokardinfarkt, frühere Restenose, geringe akute 
Lumenerweiterung) identifiziert werden. Dennoch bleibt es schwierig, die Auftre-
tenswahrscheinlichkeit einer Rezidivstenose abzuschätzen
14
. Durch die Stentimp-
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lantation nach PTCA konnte die Inzidenz der Restenose um 25–30% reduziert 
werden (Benestent Study, Stent Restenosis Study), wobei der positive Effekt auf 
das initial weitere Gefäßlumen und die Unterbindung des negativen Remodelings 
zurückzuführen ist
6,15
. Darüberhinaus senkt die Stentimplantation die Rate an ern-
sten Komplikationen während des Klinikfrühaufenthaltes, und so wird mittlerwei-
le in Deutschland bei 78,2% (im Jahr 2002) der Koronarinterventionen eine adju-
vante Stentimplantation vorgenommen. Unter dieser Therapie entwickeln noch ca. 
20% der Patienten eine Restenose durch neointimale Hyperplasie im Stentbe-
reich
16-18
. Durch Beschichtung der Stents mit antiproliferativen Substanzen wie 
Paclitaxel und Rampamycin konnte eine weitere Reduktion der Restenoserate (auf 
unter 5%) erzielt werden
19,20
. 
Tabelle 1: Unterschiede zwischen Atherosklerose und Restenose 
 
Atherosklerose Restenose 
Endothel Dysfunktionell Akute Verletzung: Deendo-
thelialisierung durch 
Dilatation 
Schweregrad der Verletzung Leicht bis mäßig Schwer 
Verlauf Chronisch Akut 
Remodeling des Gefäßes Gefäßerweiterung Gefäßkontraktion 
Immunologische Antwort + + 
Migration und Proliferation 
glatter Gefäßmuskelzellen 
+ + 
Ansprechen auf Wachstums-
faktoren 
+ + 
Zelluläre Elemente Schaumzellen Glatte Muskelzellen, 
neointimale Zellen 
Extrazelluläre Elemente Cholesterin Matrix aus Glycosaminogly-
kanen 
Klinische Manifestationen Angina, 
Myokardinfarkt 
Rezidivierende Angina 
Bedeutung der Blutfette Gesichert Eventuell keine 
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1.4.1 Modelle der Neointimaentstehung nach Gefäßverletzung 
Intimale Hyperplasie ist eine histologische Bezeichnung für Gewebe, das durch 
Zellproliferation und Deposition von extrazellulärer Matrix in der tunica intima 
der Gefäßwand auftritt. Dies tritt entweder physiologisch (Ductus arteriosus) auf 
oder aber unter pathologischen Bedingungen wie bei der Atherosklerose und 
Transplantatvaskulopathie. Am stärksten ausgeprägt ist die intimale Hyperplasie 
bei der Restenoseentstehung nach Gefäßverletzung, die sogenannte Neointimabil-
dung. Die meisten Erkenntnisse über die Entstehung restenotischer Läsionen be-
ruhen auf Beobachtungen in Tiermodellen. Besonders gut untersucht ist das Rat-
ten-Modell von Libby und Tanaka
21
, bei dem die Arteria carotis mit einem Bal-
lonkatheter verletzt wird. Andere Modelle, die sich anderer Verletzungsmecha-
nismen wie z.B. Gefäßligation und Deendothelialisierung mit einem Draht bedie-
nen, führen zu ähnlichen Ergebnissen. Die Reaktion der Gefäßwand auf Verlet-
zung mit dem Ballonkatheter kann in verschiedene Phasen eingeteilt werden 
(Abb. 2). 
Phase 1: Sofortantwort 
Die mechanische Dilatation führt zu einer Deendothelialisierung der Gefäßwand. 
Durch die Interaktion von thrombozytärem Glykoprotein Ib und dem in der su-
bendothelialen Matrix lokalisiertem von-Willebrand-Faktor kommt es zur Aggre-
gation und Aktivierung von Thrombozyten, welche die Akutphase kennzeichnen. 
Die aktivierten Thrombozyten sezernieren eine Reihe von Proteinen wie PDGF 
(„platelet derived growth factor“), FGF („fibroblast growth factor“), Rantes („re-
gulated upon activation, normally T-expressed and presumably secreted“) und 
Interleukin-1  (IL-1 ) und induzieren eine inflammatorische Reaktion. Verschie-
dene chemotaktische Faktoren wie „monocyte chemoattractant protein“ (MCP-1) 
oder Plättchenfaktor 4 (PF 4) steuern unter anderem die Rekrutierung von Leuko-
zyten aus dem Blutstrom zum Verletzungsort. 
Phase 2: Leukozyteninfiltration 
Leukozyten, vornehmlich Granulozyten und Monozyten, lagern sich an der ver-
letzten Oberfläche an. Nach Infiltration des neointimalen Gewebes differenzieren 
die Monozyten zu Makrophagen und werden durch Aktivierung zu einer wichti-
gen Quelle für Wachstumsfaktoren und Zytokine, die über Aktivierung und proli-
ferationssteigernde Effekte Endothelzellen und glatte Muskelzellen in ihrer direk-
ten Umgebung durch chronische Inflammation beeinflussen.  
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Abb. 2: Pathogenese der Restenose 
22
 nach Ferns. Durch die bei einer Gefäßverletzung 
entstehende Deendothelialisierung wird ein Entzündungsgeschehen in Gang gesetzt. Es 
lässt sich in eine Frühphase (Sofortantwort), die Leukozyteninfiltration und die Akkumu-
lation glatter Muskelzellen unterteilen. Die Akutphase ist durch Ausschüttung chemotak-
tischer Substanzen aus Thrombozyten charakterisiert. Diese steuern die Rekrutierung von 
Leukozyten aus dem Blutstrom. Die Leukozytenextravasation ist Zeichen des fortschrei-
tenden Entzündungsgeschehens. Die transmigrierten Monozyten differenzieren zu Mak-
rophagen und beeinflussen durch Expression von Wachstumsfaktoren und Zytokinen glat-
te Muskelzellen und Endothelzellen in ihrer Umgebung. Es kommt zur Akkumulation und 
Proliferation glatter Muskelzellen, und die Neointima entsteht. Erst nach wenigen Wo-
chen ist die Reendothelialisierung abgeschlossen. 
Phase 3: Akkumulation glatter Muskelzellen 
Im Bereich der Neointima kommt es zur Akkumulation glatter Muskelzellen. Pro-
liferation und Migration glatter Gefäßmuskelzellen sind als pathogenetischer Fak-
tor der Neointimabildung gesichert. Neointimale SMCs bilden den sogenannten 
„synthetischen“ Phänotyp aus, der unter anderem Kollagen produziert und für die 
Deposition von EZM verantwortlich ist (siehe Kapitel 1.5). 
Der Ursprung neointimaler SMCs ist unklar. Nachdem lange Jahre die Theo-
rie vertreten wurde, dass SMCs aus der Media in die Neointima migrieren, wurde 
diese Theorie durch die Ergebnisse von Han und Sata
23-25
 erweitert. Sie konnten 
zeigen, dass neointimale SMCs zu einem signifikanten Teil von zirkulierenden 
Vorläuferzellen aus dem Knochenmark abstammen. Neuere Ergebnisse belegen 
ferner, dass die Zellzusammensetzung stark vom vorangegangen Verletzungsme-
chanismus abhängt sowie dass lediglich ein spezifischer Phänotyp medialer SMCs 
migriert und proliferiert.  
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Entscheidend für die Plaqueentstehung ist die progrediente Rekrutierung von 
Leukozyten in die Gefäßwand. Diese wird im Falle der Atherosklerose durch 
Interaktion von Adhäsionsmoleküle wie “vascular cell adhesion molecule“ 
(VCAM)-1 oder „intercellular adhesion molecule“ (ICAM)-1 auf der Oberfläche 
von Endothelzellen und ihren entsprechenden monozytären -1 und -2 Integrin-
Liganden gesteuert. Darüberhinaus tragen Zytokine, Chemokine und Wachstums-
faktoren zur Leukozytenrekrutierung bei. Anders als bei der Atherosklerose ist bei 
der Entstehung der Restenose die Gefäßwand deendothelialisiert und glatte Mus-
kelzellen dem Blutstrom direkt ausgesetzt. Studien zufolge
26
 beträgt die vollstän-
dige Reendothelialisierungszeit nach Denudation durch Gefäßverletzung 21 Tage. 
In dieser Zeit könnten neben aggregierten Thrombozyten auch die SMCs unmit-
telbar an den ablaufenden Reparationsmechanismen beteiligt sein. Wie Endothel-
zellen können SMCs verschiedene Chemokine und deren Rezeptoren exprimie-
ren
27,28
. Z.B. exprimierten SMCs nach Stimulation mit inflammatorischen Zytoki-
nen MCP-1 oder IL-8. In Apolipoprotein E defizienten (apo-E
-
/
-
)-Mäusen wurde 
die Expression von Fraktalkine nachgewiesen und dessen Bedeutung im Rahmen 
der Makrophageninfiltration angenommen29. 
1.5 Glatte Gefäßmuskelzellen  
In der Arterienwand liegt zwischen der Tunica intima und der Tunica adventitia, 
durch eine Membran aus elastischen Fasern (Membrana elastica) getrennt, die 
Tunica media, die aus glatten Gefäßmuskelzellen besteht. Während der Entwick-
lung lassen sich unterschiedliche Phänotypen glatter Muskelzellen voneinander 
abgrenzen. Die in der gesunden Media ruhenden, differenzierten Myozyten dienen 
in erster Linie der Tonisierung des Gefäßes. Die Zellen sind kontraktil, ihr Zytop-
lasma besteht überwiegend aus Myofilamenten (Myosin, -Aktin). Organellen, 
die an der Synthese von Makromolekülen beteiligt sind wie Golgi-Apparat, en-
doplasmatisches Reticulum und freie Ribosomen kommen weniger zahlreich vor. 
Man spricht vom medialen „kontraktilen“ Phänotyp. Dem gegenüber steht der 
sogenannte „synthetische“ Phänotyp, der während der Embryogenese und bei Re-
parationsprozessen der Gefäßwand, z.B. im Rahmen der Restenose in der Neoin-
tima beobachtet wird. Die Funktion der synthetischen SMCs liegt in der Prolifera-
tion, Migration und Synthese von EZM. Dementsprechend finden sich im Zytop-
lasma gehäuft die zur Synthese und Sekretion benötigten Organellen. Myofila-
mente dagegen finden sich kaum. 
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In vitro lassen sich morphologische Unterschiede zwischen den beiden Zell-
typen unterscheiden. Mediale SMC wachsen spindelförmig und zeigen ein charak-
teristisches „hill-and-valley“-Phänomen. Neointimale Zellen zeigen in Kultur eine 
pflastersteinartige Morphologie. 
1.6 Inflammatorische Reaktion nach Gefäßverletzung 
Der nach Gefäßverletzung initiierte Reparationsprozeß ist ähnlich wie die Athe-
roskleroseentstehung durch eine inflammatorische Reaktion gekennzeichnet. 
Zentraler Bestandteil dieses Entzündungsprozesses ist die Rekrutierung von Leu-
kozyten
30,31
. Die Monozytenadhäsion und Extravasation findet im Rahmen der 
Atherogenese, ähnlich wie bei der physiologischen Leukozytenrezirkulation, 
durch sequentielle und sich überlappende Interaktionen verschiedener Adhäsi-
onsmoleküle (s.u.) und Chemokine (s.u.) statt. 
1.6.1 Mechanismen der Leukozytenrekrutierung 
Die Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen und insbesondere das 
Zusammenspiel von Adhäsionsmolekülen wurde in einem Modell von 
T.A. Springer
32
 zusammengefasst (Abb. 3). 
Leukozyt
Endothel
Capture Rollen feste Adhäsion
Transmigration
Lockstoffe
im Gewebe
IntegrineSelektine
Chemokine
 
Abb. 3: Multistep-Modell der Leukozytenrekrutierung nach T.A Springer. Die Extravasa-
tion von Leukozyten in Entzündungsgebiete folgt einem sequentiellen Modell mit sich 
überlappenden Schritten: Das initiale Rollen wird durch Selektine vermittelt. Ihm folgt 
der feste Arrest von Leukozyten durch Integrine und deren Interaktionen mit endothelia-
len Adhäsionsmolekülen. Chemokine kontrollieren diese Kaskade, indem sie die Integri-
naffinität erhöhen und so rollende Leukozyten in eine feste Bindung überführen. Die ge-
richtete Migration ins Gewebe wird durch einen Chemokingradienten modifiziert. 
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Lektinähnliche, kohlenhydratbindende Proteine, die Selektine, und deren en-
dotheliale Rezeptoren, vermitteln den initialen Kontakt und das Rollen der Mono-
zyten an der Gefäßwand. Durch diese flüchtigen, reversiblen Interaktionen werden 
die Leukozyten in die Nähe des Endothels gebracht und aktiviert. Dies ermöglicht 
den Leukozyten eine feste Adhäsion am Endothel, die Voraussetzung, um aus 
dem Blutstrom in das entzündete Gewebe auszuwandern. Für den festen Arrest 
der Zellen sind vor allem 1 und 2 Integrine und deren endotheliale Liganden 
VCAM-1 und ICAM-1 verantwortlich. Die transendotheliale Migration schließ-
lich folgt einem Chemokingradienten. 
Die Leukozytenrekrutierung kann auf verschiedenen Stufen von Chemokinen 
kontrolliert werden. Durch die Beeinflussung der Adhäsivität der Leukozyten för-
dern Chemokine den Übergang des Rollens in den festen Arrest von Monozyten, 
steuern aber auch die gerichtete Migration von Monozyten
33-38
. 
1.6.1.1 Adhäsionsmoleküle 
Selektine 
Selektine gehören zu den Adhäsionsmolekülen und sind eine Familie lektinähnli-
cher Transmembranproteine, die auf der Oberfläche von Leukozyten, Thrombozy-
ten und aktivierten Endothelzellen exprimiert werden. Neben einer extrazellulä-
ren, N-terminalen Domäne mit struktureller Homologie zu Lektin besitzt sie eine 
dem „epidermal growth factor“ (EGF) homologe Domäne sowie zwei bis neun 
„consensus repeats“ (CR). Diese kommen in ähnlicher Form in Proteinen vor, die 
das Komplementsystem regulieren. Desweiteren besitzen alle Selektine eine kurze 
intrazelluläre Domäne, die zur Signaltransduktion beitragen kann. Selektine ver-
mitteln den ersten Kontakt vorbeiströmender Blutzellen mit Zellen der Gefäß-
wand. Sie bewirken eine transiente Adhäsion, das „capturing“ bzw. das anschlie-
ßende Rollen. Unter entsprechenden Bedingungen kann jedes Selektin Rollen 
vermitteln. Bleiben jedoch weitere Aktivierungsschritte aus, löst sich der Leuko-
zyt wieder vom Endothel. Diese erste Selektin-vermittelete Adhäsion ist also 
prinzipiell reversibel
39
. 
Zusätzlich zu ihrer Bedeutung für die Leukozytenrekrutierung im Rahmen 
entzündlicher Prozesse beteiligen sich die Selektine auch als sogenannte „ho-
ming“ Rezeptoren und Addressine an der Steuerung der physiologischen Leuko-
zytenrezirkulation
32
. 
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Die Familie der Selektine umfasst drei Mitglieder: L-Selektin, E-Selektin und 
P-Selektin. L-Selektin, das kleinste der Selektine, wird auf fast allen Leukozyten 
exprimiert, E-Selektin findet man auf aktivierten Endothelzellen, und P-Selektin 
wird auf der Zelloberfläche aktivierter Endothelzellen und Thrombozyten expri-
miert. P-Selektin wird in intrazellulären Granula gespeichert. Bei Thrombozyten 
werden diese Granula als -Granula, in Endothelzellen als Weibel-Pallade-
Körperchen bezeichnet. Werden diese Zellen durch Entzündungsmediatoren wie 
Thrombin, Histamin oder Phorbolester aktiviert, wird P-Selektin innerhalb von 
Minuten an die Zelloberfläche gebracht und durch Bindung an den Liganden 
PSGL-1 adhäsive Interaktionen vermitteln. 
Native Atherorsklerose (apoE -/-  /P-Selektin -/-) Nach Gefäßverletzung (apoE -/-  /P-Selektin -/-)
Collins RG, J Exp Med, 2000 Manka D, Circulation 2001  
Abb. 4: Die Bedeutung P-Selektins im Rahmen der Atherosklerose und Restenose. Zu-
sätzlicher Knockout von P-Selektin in apo-E 
-
/
–
defizienten Mäusen führte zu einer 50–
60%igen Reduktion des Plaquedurchmessers, hatte also einen deutlicheren Effekt als 
zusätzliches Ausschalten von ICAM-1 oder E-Selektin. Noch deutlicher war die Bedeu-
tung P-Selektins nach einer Gefäßverletzung. Hier führte ein Doppel-Knock-out von P-
Selektin und apo E zu einer Reduktion der Plaquegröße um 90%. 
P-Selektin spielt eine wichtige Rolle bei der atherogenen Leukozyteninfiltra-
tion. So konnte gezeigt werden, dass apoE-defiziente Mäuse, die kein P-Selektin 
exprimierten, eine 50–60%ige Reduktion des Plaquedurchmessers aufwiesen, 
verglichen mit Wildtyp apoE-defizienten Mäusen
40
 (Abb. 4A). Nach einer Gefäß-
verletzung bewirkte die zusätzliche P-Selektin-Defizienz sogar eine Reduktion der 
Neointima um 90%
41
(Abb. 4B). Dies könnte auf eine besondere Rolle P-Selektins 
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im Rahmen der Restenose hindeuten. Ist dagegen die P-Selektin-Defizienz auf 
Thrombozyten beschränkt, ist die Hemmung der Neointimabildung weniger stark 
ausgeprägt
42
. 
Integrine  
Integrine werden von fast allen Zellen des Körpers exprimiert, auch von Leukozy-
ten. Sie setzen sich aus jeweils einer -und einer -Kette zusammen, die aus je-
weils großen extrazellulären Domänen und einem kurzen intrazellulären Amino-
säurerest
43
 bestehen. Die Nomenklatur der Subfamilien richtet sich dabei nach den 
-Ketten, da die -Ketten nur mit bestimmten -Ketten assoziieren. Die meisten 
Integrine binden an extrazelluläre Matrixproteine wie Fibronektin und Laminin. 
Sie sind jedoch auch für Zell-Zell-Interaktionen von zentraler Bedeutung. In Ent-
zündungsreaktionen spielen vor allem vier Integrine eine entscheidende Rolle: das 
1-Integrin „very late antigen“ (VLA)-4 ( 4/ 1), das hauptsächlich von Monozy-
ten und Eosinophilen exprimiert wird und die ausschließlich von Leukozyten ex-
primierten 2-Integrine „leukocyte function associated antigen“ (LFA)-1 ( L/ 2), 
„macrophage antigen“ (Mac)-1 ( M/ 2) sowie p150,95 ( X/ 2). Integrine binden 
an Zytokin-induzierbare Liganden der Immunglobulinsuperfamilie, das 2-
Integrin LFA-1 ( L 2) an ICAM-1 (s.u.), das 1-Integrin VLA-4 ( 4 1) an 
VCAM-1
32
. Die selektinvermittelt entlang der Gefäßwand rollenden Leukozyten 
werden durch die Integrine und deren Interaktionen mit ihren Liganden in den 
stabilen Arrest überführt. Ferner tragen sie anschließend zur Diapedese der Leu-
kozyten bei. Voraussetzung für eine Bindung mit den „cellular adhesion molecu-
les“ (CAMs) ist eine Aktivierung der Integrine. Diese erfolgt über G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren und Chemokine und kann entweder persistent oder tran-
sient verlaufen. Die Integrinfunktion wird dabei über verschiedene Mechanismen 
moduliert. Die Chemokin-vermittelte Aktivierung bewirkt beispielsweise Kon-
formationsänderung der Integrine und des Aktin-Zytoskeletts, was in einer Affini-
tätserhöhung für bestimmte Liganden resultiert. Ferner führt eine Clusterbildung 
an der Zelloberfläche zu einer gesteigerten Adhäsivität der Integrine
32,37,44,45
. 
Immunoglobulinsuperfamilie 
Die Moleküle der Immunglobulinsuperfamilie weisen eine antikörperähnliche 
Struktur mit variablen und konstanten Domänen auf
46,47
. Die 2-Integrin-
Liganden ICAM-1 und ICAM-2 besitzen fünf bzw. zwei Immunglobulindomänen. 
ICAM-1 konnte bisher auf Epithelzellen, dendritischen Zellen und Fibroblasten 
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nachgewiesen werden. Die ICAM-1-Expression kann durch inflammatorische 
Stimuli wie IL-1, Tumornekrosefaktor (TNF) , Lipopolysaccharide und Interfe-
rone induziert werden. ICAM-2 dagegen wird kaum von entzündlichen Stimuli 
beeinflusst, sondern wird konstitutiv auf endothelialen Zellen exprimiert
48
. Der 
VLA-4-Ligand VCAM-1 besteht aus sechs oder sieben Immunglobulindomänen 
und wird konstitutiv von SMCs exprimiert. Die endotheliale VCAM-1-Expression 
unterliegt der Regulation durch Zytokine wie z.B. TNF- , das eine vermehrte 
Expression induzieren kann. Neben Endothelzellen und SMCs ist VCAM-1 auf 
nicht-vaskulären Zellen nachweisbar, darunter dendritischen Zellen, Knochen-
markszellen und Synoviozyten
49
. 
Chemokine 
Chemokine sind eine Gruppe kleiner, 8 bis 14 kDa großer, strukturverwandter 
Moleküle. Bisher konnten ungefähr 40 Chemokine identifiziert werden. Über 
mehr als 17 beschriebene Rezeptoren aktivieren sie spezifische Leukozytengrup-
pen (Neutrophile, Monozyten, Lymphozyten und Eosinophile) und sind an der 
Regulation zahlreicher zellulärer Prozesse beteiligt
50
. Dabei sind sie während der 
Embryo- und Angiogenese von Bedeutung und spielen eine wichtige Rolle für 
Homoeostase, Haematopoese und Immunabwehr. Ferner beteiligen sie sich neben 
Selektinen und Integrinen an der Steuerung der Leukozytenmigration, indem sie 
zum Beispiel Integrine aktivieren und die Haptotaxis vermitteln
33,37,38,50-55
. 
Chemokine werden nach Lage ihrer N-terminalen Cystinreste eingeteilt. Lie-
gen diese benachbart, spricht man von CC-Chemokinen. Entsprechend werden 
Chemokine, deren Cystinreste durch eine weitere Aminosäure (X) voneinander 
getrennt sind als CXC-Chemokine beschrieben
50,56-58
. Dem Chemokin Lympho-
taktin (C-Chemokin) fehlen zwei der vier charakteristischen Cystinreste, in sei-
nem Carboxylende zeigt es aber Homologie mit den CC Chemokinen
59
. Bei dem 
Chemokin Fractalkine (CX3C) liegen drei Aminosäuren zwischen den Cystinres-
ten. Die beiden Hauptgruppen CC-Chemokine und CXC-Chemokine wurden da-
her durch zwei weitere Klassen ergänzt: die C-Chemokine und CX3C –
Chemokine. Fraktalkine besitzt noch eine weitere Besonderheit unter den Chemo-
kinen. Es ist das bisher einzige Chemokin, das über eine Muzinkette in der Zell-
membran verankert ist und sowohl Eigenschaften eines Chemokines als auch die 
eines Adhäsionsmoleküls übernehmen kann
60
.  
Eine neuere Chemokinklassifizierung
57
 basiert auf der momentan verwende-
ten Klassifikation der Chemokinrezeptoren CCR, CXCR, CX3CR (R für Rezep-
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tor), gefolgt von der Nummer des Rezeptors. Der Buchstabe L (für Ligand) wird 
mit der bereits gebräuchlichen Unterscheidung nach CC- und CXC-Chemokinen 
und Numerierung kombiniert. 
Die zellspezifische Chemokinexpression wird auf verschiedenen Ebenen der 
Transkription und Translation reguliert. Viele der Chemokine, z.B. MCP-1, IL-8 
und RANTES, werden durch Zytokine wie Interferon- , Interleukin-1  und TNF-
 transkriptionell über eine Aktivierung von „nuclear factor B“ (NF- B), 
CAAT-Enhancer-binding-Proteine und Aktivator-Protein-1 induziert
61-63
. Chemo-
kine können sowohl als lösliche Moleküle sezerniert werden, als auch über Pro-
teoglykane auf der Zelloberfläche immobilisiert werden oder an extrazelluläre 
Matrix binden
38,64
. Die biologische Wirkung der Chemokine wird über G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vermittelt, die über sieben Transmembrandomänen verfü-
gen. Die Bindung eines Chemokins an den Rezeptor löst Signaltransduktionskas-
kaden aus, die über Aktivierung von Phospholipase C, Phosphokinase C und ver-
schiedenen anderen Serin-und Tyrosinproteinkinasen zur Bildung von Inositoltri-
phosphat und Diacylglyzerol und zu einem schnellen, transienten Calciumeins-
trom in die Zelle führen
33,65-68
. 
Chemokine kontrollieren die Leukozytenrekrutierung auf verschiedenen Stu-
fen. So können sie die Adhäsivität der Integrine erhöhen und damit den Übergang 
der rollenden Monozyten in den festen Arrest fördern, aber auch die gerichtete 
Migration von Monozyten induzieren. Diese funktionelle Spezialisierung der 
Chemokine könnte auf die Unterschiede in ihrer Präsentation zurückzuführen 
sein, z.B. ob sie als lösliche Moleküle sezerniert oder an der Oberfläche immobili-
siert werden. Die glukosaminoglykan-vermittelte Immobilisation über spezielle 
Bindungssequenzen an der Zelloberfläche scheint durch eine lokale Chemokin-
konzentration für die Arrestfunktion entscheidend zu sein
34-38,69,70
. 
1.7 Ziel der Arbeit 
Immer noch stellt die Restenose nach PTCA eine bedeutende Komplikation dieser 
Behandlungsmethode der KHK dar. Die Gefäßverletzung initiiert einen inflamma-
torischen Reparationsprozess, der über komplexe Interaktionen von Adhäsions-
molekülen, Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren die Rekrutierung 
von Leukozyten steuert und kann, bei überschießender Reaktion, eine Rezidivste-
nose zur Folge haben. Da durch die Deendothelialisierung im Bereich der Dilata-
tion glatte Gefäßmuskelzellen direkten Kontakt zum Blutstrom erhalten, könnten 
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diese, neben Endothelzellen, Quelle verschiedener Chemokine und deren Rezep-
toren werden. Während die Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzel-
len, die zur Extravasation von Leukozyten führen, bekannt sind, gibt es über eine 
mögliche SMC-vermittelte Leukozytenrekrutierung bisher wenige Informationen. 
Ziel der Arbeit ist es, zu untersuchen, ob SMCs neben ihrer neointimalen Ak-
kumulation auch an den inflammatorischen Prozessen im Rahmen der Neointima-
bildung beteiligt sind. 
Aus diesem Grund wurde unter Flussbedingungen das Potential unstimulierter 
medialer und neointimaler SMCs zur Leukozytenrekrutierung untersucht. Ent-
sprechend dem für die Interaktion zwischen Endothelzellen und Leukozyten gül-
tigen Modell wurde die Rolle von Adhäsionsmolekülen und Chemokinen unter-
sucht. Im Speziellen wurde die Beteiligung von P-Selektin, VLA-4 und den Che-
mokinen “growth related oncogene” Gro- , MCP-1, “stromal cell-derived factor-
1 “ (SDF-1 ) und Fraktalkine an der differentiellen Rekrutierung von Leukozy-
ten analysiert. Auf transkriptioneller Ebene wurde die Rolle von NF- B bei der 
Ausbildung des proinflammatorischen Phänotys neointimaler SMCs bestimmt. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Geräte 
Brutschrank, HeraCell, Heraeus, Hanau 
Elektrophoresekammer, Bio-Rad, München 
Elektrophoretische Transferkammer, Bio-Rad 
Elisa-Reader, Tecan Spectra Fluor plus, Crailsheim 
FACScalibur, BD Biosciences, Heidelberg 
Fluoreszenzmikroskop, Olympus IX 71, Hamburg 
Gelkammer, Bio-Rad 
Laminarflow, Herasafe, Heraeus  
Mikromanipulator, PALM MicroBeam, Carl Zeiss, Göttingen 
Mikroskop, Olympus IX 50 
Mikrotom, Slee, Mainz 
Mikrowellenofen, Bosch 
MJ Research Opticon 2, Biozym, Hessisch Oldendorf 
PCR-cycler, MJ Research, Waltham, USA 
Perfusor, WPI, Sarasota, USA 
pH-Meter, Inolab, Weilheim 
Pipetten, Eppendorf, Hamburg/ Gilson, Middleton, USA 
Scanner, Umax Astra 4500, Willich 
Schüttler, Heidolph instruments, Schwabach 
Spannungsgerät, Bio-Rad 
Vortex, Heidolph instruments 
Waage, Ohaus Analytical Plus, Giessen 
Wasserbad, Julabo, Seelbach 
Zentrifuge, Multifuge 3S-R, Heraeus 
2.2 Verbrauchsmaterial 
Reagiergefäße, Eppendorf 
Zellkulturflaschen, Greiner, Essen/ BD Falcon 
6/24 Well-Platten, BD Falcon 
Pipettenspitzen, Starlab, Ahrensburg 
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Glas, Schott, Mainz 
Objektträger, BD Falcon 
2.3 Chemikalien 
Acrylamid, Bisacrylamid, Bio-Rad 
Ammoniumpersulfat, Bio-Rad 
Avidin-Biotin, Vector-Labs, Burlingame, USA 
EDTA, Sigma, München, Deutschland 
Ethidiumbromid, Sigma 
Glycin, Roth, Karlsruhe, Deutschland 
IPTG, 100mM, Roth  
Ketamin 10%, Ceva Tiergesundheit GmbH, Düsseldorf 
PFA, Sigma 
Ponceau-S, Bio-Rad  
SDS, Sigma 
SuperSignal, Pierce, Rockford, USA 
Temed, Bio-Rad 
TNF-  , PeproTech, Rocky Hill, USA 
TRIS, Sigma 
X-GAL (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-ß-D-galactosid) 
Xylazin 2%, medistar, Holzwickede 
Protein A Sepharose CL-4B beads, Pharmacia/Pfizer, Wien, Österreich 
[ -
32
P]-ATP, Amersham, Freiburg 
MACS CD45RO, CD4 MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
2.4 Puffersubstanzen und Medien 
2.4.1 Proteinanalyse 
RIPA-Puffer 
50mM Tris-HCl 
150mM NaCl 
1mM EDTA 
1mM PMSF 
0,1% SDS  
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1% TritionX100 
1% Deoxychol 
5µg/ml Aprotinin 
5µg/ml Leupeptin 
PMSF, Aprotinin und Leupeptin wurden erst kurz vor Versuchsbeginn zur Puffer-
substanz zugegeben  
SDS-PAGE 
3x SDS-Probenauftragspuffer 
1,75ml 0,5M Tris-HCl, pH 6,8 
1,5ml Glycerin 
5ml 10% SDS 
0,5ml ß-Mercaptoethanol 
1,25ml Bromphenolblau 
Trenngel (8%) 
2,7ml Bisacrylamid 
2,5ml TrisCl (1,5M) pH 8,8 
4,7ml deionisiertes Wasser 
0,1ml SDS (10%) 
50µl Ammoniumpersulfat (10%) 
5µl TEMED 
Sammelgel (5%) 
1,7ml Bisacrylamid 
2,5ml TrisCl (0,5M) pH 6,8 
5,7ml deionisiertes Wasser 
0,1ml SDS (10%) 
50µlAPS 
10µlTEMED 
Western-blot-Elektrophoresepuffer (10x) 
Endvolumen 1l 
30,3 g Trisbase 
144 g Glycin 
10 g SDS  
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Transferpuffer  
Endvolumen 1l, pH 8,3 
3,03 g Tris (25mM) 
14,4 g Glycine (192mM) 
200 ml Methanol 
10 ml SDS 
 
Der Puffer wurde bis zum Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Pro-
teine auf eine Nitrocellulosemembran bei 4°C gelagert. 
Puffer A 
10 mM HEPES, pH 7,9 
10 mM KCl 
0,1 mM EDTA 
0,1mM EGTA 
1mM DTT 
0,5mM PMSF 
Puffer C 
20 mM HEPES, pH 7,9 
0,4 M NaCl 
1 mM EDTA 
1mM EGTA 
1 mM DTT 
1 mM PMSF 
2.4.2 Mikrobiologische Verfahren 
Luria-Bertani-Medium (LB Medium) 
Endvolumen 1L, pH 7,0 (Einstellung mit NaOH) 
950 ml deionisiertes H2O 
10g Trypton oder Pepton 
5g Hefeextrakt 
10g NaCl  
Vor Gebrauch wurde das Medium 50min bei 1bar autoklaviert. 
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Luria Agar 
Das LB-Medium wurde mit 15g/l Bacto Agar versetzt und anschließend 50min 
bei 1bar autoklaviert. Zur Erstellung der LB/amp-Platten wurde nach dem Autok-
lavieren unter Rühren in das auf 50–60°C abgekühlte Medium Ampizillin 
(100µg/ml) hinzugeben. 
2.4.3 Plasmidpräparation 
Mini I (pH 8,0) 
50mM Glucose 
25mM TrisCL, pH 8,0 
10mM EDTA  
Mini II 
0,2M NaOH 
1% (w/v) SDS 
Mini III (pH 5,5) 
60ml 5m Kaliumacetat (3M) 
11,5ml Eisessig (2M) 
pH-Wert-Einstellung mit Eisessig  
2.4.4 Zellkultur 
Mono-Mac6-Medium 
50ml RPMI-Medium 
10% FKS 
50µg/ml Gentamycin 
0,5ml Lösung nicht essentieller Aminosäuren (Sigma M7145) 
0,5ml Insulinlösung 
0,1ml Oxalacetatlösung 
2,5ml Pyruvatlösung (100mM, Sigma S8636) 
Dulbecco’s modified Eagle’ s medium -F12  
HH-Puffer 
1x HBSS 
10mmol Hepes 
0,5% BSA 
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auf das gewünschte Endvolumen wurde mit Aqua bidest aufgefüllt 
1mmol/L Mg
2+
 und Ca
2+ 
wurden dem Puffer erst kurz vor Versuchsbeginn zuge-
geben. 
2.4.5 Sonstige 
Superblock Dry Blend Blocking Buffer in TBS (Pierce) 
Zitratpuffer 
pH 6 
Lösung A: 21,01g Zitronensäure in 1L Aqua bidest 
Lösung B: 29,41g Natriumcitrat in 1L Aqua bidest 
Gebrauchslösung:  
1,8ml Lösung A 
8,2ml Lösung B 
90ml Aqua bidest 
TAE 
Endvolumen 1L, pH 8,0 
242g Tris 
57,1 ml Eisessig 
100ml 0,5M EDTA 
2.5 Antikörper und Enzyme 
2.5.1 Primärantikörper und Antagonisten 
Muriner Ak gegen murines -SMA (mAK, Klon 1A4), Dako ; 2µg/ml;  
Muriner Ak gegen humanes VLA-4 (mAK, Klon HP1/2) 10µg/ml  
2-Integrin (mAK, Klon TS1/18) 10µg/mL  
Muriner Ak gegen humanes CXCR4 (mAK, Klon 12 G5); Pharmingen 10µg/mL  
Kaninchen Ak gegen humanes P-Selektin (pAK, kreuzreagiert mit Ratten P-
Selektin); Pharmingen; 5µg/mL,  
Ziegen Ak gegen murines, humanes und Ratten P-Selektin (pAk), Santa Cruz 
p50 (pAK); SantaCruz 
p65 (pAK), SantaCruz 
Ziegen Ak gegen murines und Ratten-Fraktalkine (pAK) R&D Systems 
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Hamster Ak gegen murines und Ratten- MCP-1 (mAK, Klon 2H5); Pharmingen  
Kaninchen Ak gegen Ratten -GRO-  PeproTech  
Ziegen Antiköper gegen murines und Ratten- SDF-1  (mAK) R&D Systems  
IKK-  Antikörper (SantaCruz)  
8-73GRO-  CXCR2-Antagonist; freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. 
I. Clark-Lewis, University of British Columbia 
Kontroll-Immunglobulin, Dako 
Kontroll-Ak, Santa Cruz 
2.5.2 Sekundärantikörper, Blockierungslösungen 
Anti-Maus FITC-Ak Vector Labs 
Biotinylierter Universal-AK Vector Labs 
Alkalische Phosphatase-Avidin Komplex (Vectastain ABC-AP kit) Vector Labs 
Vector Red Substrate kit Vector Labs 
Avidin-FITC Vector Labs  
Avidin-TRITC Sigma 
2.5.3 Enzyme 
Sma 1 
Alkalische Phosphatase, shrimp 
T4 DNA-Ligase 
reverse Transkriptase 
2.6 Zellkultur 
2.6.1 Glatte Muskelzellen 
In der vorliegenden Arbeit bezieht sich die Bezeichnung „medial“ und „neointi-
mal“ primär auf die Art der Zellgewinnung aus einem entweder unverletzten Ge-
fäß (mediale SMCs) oder aus der Neointima nach Gefäßverletzung (neointimale 
SMCs). 
Die glatten Gefäßmuskelzellen aus Media und Neointima wurden von Prof. 
Dr. Yan (Karolinska Hospital, Stockholm) zur Verfügung gestellt. Die Zellen 
wurden aus männlichen Spague-Dawley-Ratten nach Verletzung der Aorta thora-
cica mit einem Ballonkatheter isoliert. Die Neointima wurde nach zwei Wochen 
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mittels mikroskopischer Dissektion entfernt und die isolierten Zellen in Kultur 
genommen. Mediale Zellen stammen aus unverletzten Aortae. In Dulbecco‟s mo-
dified Eagle‟s medium F12, dem 10% fötales Kälberserum (FKS) und 10000 units 
Penicillin/Streptavidin beigesetzt wurde, wurden die SMCs in einem Brutschrank 
bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Zur Passagierung wurden die Zellen mit 0,25% 
Trypsin/EDTA abgelöst und im Verhältnis 1:10 (neointimale SMCs), beziehung-
sweise 1:8 (mediale SMCs) verdünnt und in 75cm² Zellkulturgefäßen expandiert. 
Mediale und intimale glatte Muskelzellen der Ratten wurden durch Immunfluo-
reszenzfärbung von -Aktin, einem Marker für glatte Muskelzellen, charakteri-
siert. -Aktin konnte in 99% der kultivierten SMCs nachgewiesen werden. Für 
alle Versuche wurden Zellen der Passagen 6–14 verwendet. Um passagezahlab-
hängige Effekte auszuschließen, wurden Versuche mit gleicher Passagezahl me-
dialer und neointimaler SMCs durchgeführt. 
Die verwendeten SMCs wiesen regelmäßig zahlreiche Charakteristika der in 
Kapitel 1.5 beschriebenen Phänotypen, kontraktil und synthetisch, auf: vermehrte 
Expression NF B-abhängiger Gene wie MCP-1 und VCAM-1
71
 sowie gesteigerte 
Expression zellzyklus-assoziierter Gene, die mit einer erhöhten Proliferationsrate 
neointimaler Zellen korreliert. 
2.6.2 Leukozyten 
2.6.2.1 Monozyten: Mono-Mac-6-Zellen 
Mono-Mac-6 (zur Verfügung gestellt von Dr. H.W.L. Ziegler-Heitbrock) ist eine 
humane Monozyten-Zelllinie (DSMZ No ACC 124 ). Diese Monozyten wurden 
1985 ursprünglich aus dem peripheren Blut eines 64-jährigen Patienten gewon-
nen, der an einer akuten myeloischen Leukämie (AML FAB M5) erkrankt war. 
Mono-Mac-6-Zellen sind sehr weit differenzierte Monozyten, die ähnliche Eigen-
schaften wie reife Monozyten im peripheren Blut tragen
72,73
. Mono-Mac-6-Zellen 
werden als Suspensionskultur in Zellkulturschalen mit 24 Vertiefungen bei 37°C 
und 5% CO2 kultiviert. 
2.6.2.2 CD4+CD45RO+-T-Lymphozyten 
Die Lymphozyten wurden aus dem Blut freiwilliger gesunder Spender durch Se-
lektion mittels magnetischer Zellsortierung isoliert. Die Methode beruht auf der 
Markierung spezifischer Antikörper, z.B. gegen CD45RO, mit Eisenpartikeln. 
Nach Inkubation der Leukozyten mit dem CD45RO-Ak werden die Zellen über 
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eine mit Eisenwolle gefüllte Säule, die sich in einem Magnetfeld befindet, eluiert. 
Markierte Zellen werden in der Säule zurückgehalten, während die unmarkierten 
Zellen ungehindert eluiert werden. Dieses Verfahren ermöglicht sowohl eine posi-
tive Selektion der mit Eisenpartikeln markierten CD45RO
+
-Zellen, als auch die 
Gewinnung CD45RO
- 
-Zellen durch negative Selektion.  
CD45RO wird auf der Oberfläche von CD4
+
 und CD8
+
 Lymphozyten expri-
miert, zu einem geringeren Anteil auch auf Monozyten und Makrophagen. Durch 
anschließende Selektion bzgl. CD4
+ 
wurden CD4
+
CD45RO
+
 Zellen gewonnen. 
Diese Oberflächenmerkmale tragen T-Gedächtniszellen. Die Zellen wurden in-
nerhalb von 2h nach Isolation verwendet. 
2.7  Atherogenes Maus-Modell der Restenose  
Für die in-vivo-Versuche wurden apoE-defiziente Mäuse (ca. 20g, 8 Wochen alt, 
M&B, Ry, Dänemark) verwendet. Die Tiere wurden im Institut für Versuchstier-
kunde der RWTH Aachen in handelsüblichen Käfigen bei konstanter Raumtempe-
ratur und Luftfeuchtigkeit gehalten. Der Tag-Nacht-Rhythmus war auf 12:12h 
eingestellt. Die Tiere erhielten eine Trockenfutterpellet-Fütterung und Wasser ad 
libitum. Eine Woche vor Verletzung wurde die Ernährung auf cholesterinreiches 
Futter (21%(w/w) Fettanteil, 0,15%(w/w) Cholesterin und 19,5%(w/w) Casein 
(Altromin) umgestellt. Durch intraperitoneale Ketamin/Xylazin-Injektion (Keta-
min 100mg/kgKG, Xylazin 10mg/kgKG) wurden die Tiere anästhesiert. Über eine 
Mittellinieninzision wurde die Karotisbifurkation freigelegt. Nach Ligation der 
linken Arteria carotis externa wurde über eine transverse Arteriotomie ein flexib-
ler Führungskatheterdraht (0,014inch) in kaudaler Richtung in das Gefäß eingeb-
racht und 1cm weit vorgeschoben. Die Deendothelialisierung der A. carotis com-
munis erfolgte über dreimaliges Vor- und Zurückschieben des Drahtes mit zusätz-
licher Rotationsbewegung
41,74
. Anschließend wurde die Wunde verschlossen. 
Zwei Wochen nach der Drahtverletzung wurden die Mäuse über eine Kanüle im 
linken Ventrikel mit 4% PFA perfusionsfixiert. (15min bei 100mmHg). Rechte 
und linke A. carotis wurden entnommen und für 24h in 3.5%igem PBS-
gepuffertem Formalin nachfixiert, bevor das Gewebe in Paraffin eingebettet wur-
de. Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung der Bezirksregierung Köln und 
unter Aufsicht des Veterinäramtes der Stadt Aachen durchgeführt. 
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2.8 Leukozytenadhäsion unter Flussbedingungen 
Zur Simulation der physiologischen Strömungsbedingungen im Blutkreislauf 
wurden Adhäsionsversuche in einem Parallelwand-Flusskammer-System durchge-
führt (Abb. 5). Die SMCs wurden hierfür konfluent in 10cm
2
 Petrischalen kulti-
viert. Über ein Perfusorsystem können Puffer oder Zellsuspension mit konstanter 
Geschwindigkeit und damit konstanter Scherflussrate von 1,5dyn/cm² über die 
Zellschicht perfundiert und mittels Videomikroskopie (Mikroskop, Videorekor-
der) dokumentiert werden. Zur Auswertung wurden nach 2 Minuten mindestens 4 
zufällig ausgewählte Gesichtsfelder je 30s beobachtet und rollende, respektive 
adhärente Leukozyten pro mm² quantifiziert. 
Für die einzelnen Versuche wurden entweder SMCs oder Leukozyten mit 
spezifischen, blockierenden Anitkörpern oder Antagonisten vorbehandelt (siehe 
Abschnitt 2.5.1). 
Außerdem wurde in einigen Versuchen SMCs 12h mit TNF-  inkubiert. Für 
Kontrollversuche blieben die Zellen entweder ohne Vorbehandlung oder wurden 
mit einer Isotypkontrolle in entsprechender Konzentration inkubiert. Für die Ver-
suche wurden die Leukozyten in HH-Puffer resuspendiert. 
 
 
Abb. 5: Parallelwandflusskammer. Über ein Perfusorsystem werden Zellsuspensionen 
mit konstanter Scherrate über einen Zellrasen perfundiert. Die Zell-Zell-Interaktionen 
können mittels Videomikroskopie dokumentiert werden. 
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2.9 Isolierung von RNA aus kultivierten SMCs 
Zur Untersuchung der Genexpression wurde die Ribonucleinsäure (RNA) aus den 
kultivierten Rattenzellen isoliert. Verwendet wurde das Kit der Firma Qiagen. Die 
Kits der Firma Qiagen (auch Qiaquick, QIAmp DNA Mini, QIAprep Miniprep, 
HiSpeed Plasmid Purification (Midi-Prep)) beruhen auf dem Einsatz einer Silika-
Matrix, die selektiv Nucleinsäuren bindet, und Zentrifugation.  
Zur Isolation der messanger RNA (mRNA) wurden die Zellen mit 0,25%igem 
Trypsin abgelöst und anschließend mit PBS gewaschen. Für den Zellaufschluss 
wurden die Zellen mit einem mercaptoethanolhaltigen Lyse-Puffer versetzt und 
homogenisiert. Durch Zugabe von Ethanol wurde die RNA gefällt. Die Lysate 
wurden über eine Säule gegeben, die eine Silika-Matrix enthält und so selektiv 
Nukleinsäuren bindet. Zur Aufreinigung wurde 3mal mit verschiedenen Wasch-
puffern gewaschen. Anschließend wurde die an die Matrix gebundene RNA mit 
Wasser, das zur Inaktivierung der RNasen mit 0,1% Diethylpyrocarbonat versetzt 
wurde (DEPC-Wasser), eluiert. Die so gewonnene mRNA wurde bei –20°C gela-
gert. 
2.10 cDNA-Synthese (Reverse Transkription) und RT-Polymerase 
Kettenreaktion (PCR) 
Die isolierte template mRNA wurde mittels eines rekombinant hergestellten En-
zyms, der reversen Transkriptase, in cDNA (Copy Desoxyribonucleinsäure) um-
geschrieben. Die template mRNA und Desoxyribonucleosidtriphosphate(dNTPs) 
wurden mit Oligo(dT) als Startermolekül bei 65°C für 5min inkubiert und an-
schließend bei 0°C abgekühlt. Dadurch liegt der mRNA-Strang in gestreckter, 
denaturierter Form vor, die Voraussetzung für die reverse Transkription. Nach 
Zugabe von Reaktionspuffer und 25mM MgCl sowie 0,1M DTT wurde das Reak-
tionsgemisch auf 42°C, der optimalen Reaktionstemperatur für die reverse Trans-
kriptase, erhitzt. Das Enzym wurde hinzugegeben, die Reaktion nach 50min durch 
Erhitzen auf 70°C gestoppt. Um einen enzymatischen Abbau der RNA zu verhin-
dern, wurde die gewonnene cDNA mit einem RNase-Inhibitor versetzt. 
Die entstandene cDNA dient als Matrize zur sequenzspezifischen Vervielfäl-
tigung (Amplifikation) des Zielgens. Die Methode der PCR wurde 1984 von Kary 
Mullis entwickelt: zwei Oligonucleotide werden jeweils komplementär zu einer 
kurzen Sequenz am Anfang und Ende des Zielgens synthetisiert. Die Oligonucleo-
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tide dienen als Startermolekül, sogenannte Primer, für die Replikation des DNA-
Segments. Die PCR besteht aus Denaturierung, in der die cDNA als Einzelstrang 
vorliegt, Annealing, in der die Primer mit der komplementären Matrize hybridi-
siert. Es folgt die Elongationsphase, in der der DNA-Strang komplementär ver-
längert wird. Dafür wird ein hitzestabiles Enzym, die Taq-Polymerase, verwendet. 
Dieser Vorgang wird zyklisch wiederholt, sodass der entsprechende Genabschnitt 
exponentiell vervielfältigt werden kann. Für die jeweiligen Primerpaare wurden 
die Reaktionsbedingungen (Annealingtemperatur, Zyklenzahl, Mg-Gehalt des 
Puffers) optimiert. Das Reaktionsprotokoll findet sich in Tabelle 2, das Programm 
in Tabelle 3. 
Tabelle 2: Reaktionsprotkoll 
Reagenz Konzentration Volumen 
10x Puffer 1,5mM 5µl 
Primer forward 0,3µM 1,5µl 
Primer reverse 0,3µM 1,5µl 
dNTPs Je 0,2mM 1µl 
cDNA  1µl 
Taq-Polymerase 5U/µl 0,5µl 
H2O  Bis 50µl 
 
Tabelle 3: PCR-Programm 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
1 96°C 1min  
2 61°C 1min  
3 72°C 1min 3x Rücksprung zu 1 
4 94°C 45s  
5 61°C 45s  
6 72°C 1min 37x Rücksprung zu 4 
7 94°C 45s  
8 61°C 45s  
9 72°C 10min  
10 4°C   
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2.11 Quantifizierung des RNA- bzw. DNA-Gehaltes 
Um die gewonnenen DNA- bzw. RNA-Mengen zu quantifizieren, wurde die opti-
sche Dichte (OD) der Proben photometrisch bei 260 und 280nm bestimmt. Der 
bei 260nm gemessene OD-Wert entspricht folgenden Konzentrationen: 
OD 260 = 1 entspricht 50µg dsDNA/ml 
   37µg ssDNA/ml 
   40µg ssRNA/ml 
Der Quotient aus den OD-Werten bei 260 und 280nm gibt Aufschluß über 
mögliche Verunreinigung durch Proteine. Reine Nukleinsäuren besitzen einen 
Quotienten von 2,0. Verwendet wurden Proben mit einem Quotienten >1,5. 
2.12 Quantitative Real-Time-RT-PCR 
Ziel einer quantitativen RT-PCR ist, im Unterschied zur konventionellen PCR, 
nicht nur der qualitative Nachweis einer Genexpression, sondern die möglichst 
genaue Quantifizierung der Ziel mRNA-Konzentration oder die Menge spezifi-
scher RNA- oder DNA-Sequenzen zu bestimmen. Dies ermöglicht Expressions-
analysen, zum Beispiel den Vergleich der Genexpressionsmuster neointimaler und 
medialer glatter Muskelzellen. Das größte Problem der Quantifizierung durch 
konventionelle PCR ist die Kinetik dieser Methode. Nach einer anfänglichen ex-
ponentiellen Phase, in der die gebildeten PCR-Produkte direkt proportional zu den 
eingesetzten Zielmolekülen sind, erreicht die Reaktion nach unterschiedlicher 
Zyklenzahl ein Plateau. Eine Quantifizierung ist jedoch ausschließlich in der ex-
ponentiellen Phase möglich. Ein weiterer Schwachpunkt ist, dass die Effizienz 
einer Reaktion von unterschiedlichen Faktoren abhängig ist. So können, je nach 
Effizienz, am Ende einer Reaktion mit gleichen Startmengen unterschiedliche 
PCR-Produkt-Mengen stehen, oder aber die gleichen PCR-Produkt-Mengen aus 
unterschiedlichen Startmengen entstanden sein. Zur möglichst genauen Quantifi-
zierung wurde zu jedem verwendeten Primerset eine Standardkurve mit bekannter 
Ausgangskonzentration generiert, die bei jedem Versuchslauf erstellt wurden. 
Alle Ergebnisse wurden darüberhinaus auf die Expression von -Aktin, einem 
nicht differentiell exprimierten „housekeeping“-Gen, normalisiert. Verwendet 
wurden gleiche Mengen an mRNA (2 g), die aus 7x10
6
 SMCs isoliert und revers 
transkribiert wurde. Die verwendeten Primer-Sequenzen finden sich in Tabelle 4. 
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Tabelle 4: Primersequenzen 
Protein Primer- Sequenz Länge (bp) 
-Aktin forward 5„-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3„  
ß-Aktin, reverse 5„-CGATAGTGACCTGACCGT-3 138 
P-Selektin forward 5„-CAATAAGAC TCTCACGGCGGAGGC-3„  
P-Selektin reverse 5„-CAGGTGTAGCTCCCAATGGTCTCG-3„ 231 
VCAM-1 forward 5„-GGCTACATCCACACTGACGCTGAG-3„  
VCAM-1 reverse 5„-CCCTTCAGTAGTTCAATCTCCAGATGG-3„ 240 
GRO- forward 5„-GCACCCAAACCGAAGTCATA-3„  
GRO-  reverse 5„-GCCATCGGTGCAATCTATCT-3„ 146 
SDF-1  forward 5„-GGACGCCAAGGTCGTCGCCGTG-3„  
SDF-1 reverse 5„-TCGGGTCAATGCACAC-3„ 222 
 
2 l cDNA wurden mit 0, mol/l Primer und l QuantiTectMix (Qiagen) 
inkubiert. QuantiTect ist ein PCR-Puffer, der den Fluoreszenzfarbstoff SYBR-
green enthält und doppelsträngige DNA markiert. Auch die Real-time-RT-PCR 
folgt den klassischen Schritten Denaturierung, Annealing und Elongation. Zur 
Überprüfung der Produktspezifität wurden Schmelzkurven generiert, indem ab-
schließend die Temperatur von 55°C auf 95°C schrittweise erhöht wurde. Im 
Thermocycler MJ Research Opticon 2 (Biozym) erfolgte die Realtime-RT-PCR 
nach folgendem Programm (Tabelle 5). 
Tabelle 5: Realtime-RT-PCR-Programm 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
1 95°C 15min  
2 94°C 15s  
3 61°C 30s  
4 72°C 30s  
5 plateread  39x Rücksprung zu 2  
6 95°C 15s  
7 50°C 30s  
8 55°C 95°C  Plateread alle 0,2°C 
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Die Crossingpoints (CP), die den Übergang der Reaktion in die exponentielle 
Phase markieren, wurden mit der Opticon Monitor Software berechnet. Die CP-
Differenzen ( CP) zwischen Zielgen und Aktin repräsentieren das Ausgangs-
mengenverhältnis. Die Quantifizierung erfolgte anhand der Standardkurven.  
2.12.1 Herstellung eines Standards 
Für die quantitative Real-time PCR wurden Standards der untersuchten Gene ers-
tellt. Dafür wurde eine High-fidelity-PCR (mit PFU-Polymerase) mit den auch im 
Gene-array verwendeten Primern durchgeführt, die Produkte (cDNA) elektropho-
retisch aufgetrennt und die entsprechenden Banden ausgeschnitten (Gelextraktion. 
s.u.). Anschließend wurde das spezifische Fragment isoliert (s.u.). Durch Klonie-
rung der Fragmente kann die DNA beliebig vervielfältigt werden. Klonierung 
bedeutet, identische Kopien anzufertigen. Dafür macht man sich die Eigenschaft 
einiger Bakterien zu Nutze, ringförmige DNA, sogenannte Plasmide, unabhängig 
von ihrem eigenen Genom, zu vervielfältigen. Die gewünschten DNA-Fragmente 
werden in ein Plasmid (pBluescript, Abb. 6) eingebracht. Das Plasmid bezeichnet 
man auch als Vektor. Der Vektor, der das gewünschte Fragment, das sogenannte 
Insert, enthält, wird in ein Bakterium (E.coli) transformiert und mit dem bakteriel-
len Genom amplifiziert. Die so vervielfältigte DNA kann durch Plasmidpräparati-
on wieder aus den Bakterien gewonnen werden. Der DNA-Gehalt kann anschlie-
ßend photometrisch quantifiziert werden. Verdünnungsreihen (1:100-1:100000) 
der linearisierten Plasmide mit Insert wurden als Standard in die quantitative 
Real-time-PCR eingesetzt. 
Die einzelnen Schritte der Klonierung sind: 
 Das Plasmid muss an genau festgelegten Stellen von Restriktionsendonuklea-
sen linearisiert werden 
 Plasmid und DNA-Fragment müssen durch eine DNA-Ligase kovalent ver-
knüpft werden 
 Das Plasmid muss in einen Wirtsorganismus übertragen werden 
 Wirtszellen, die das Plasmid mit insert tragen, müssen von solchen, die ein 
„leeres“ Plasmid aufgenommen haben, und solchen ohne Plasmid unterschie-
den und getrennt werden 
 Ein einzelner Bakterienklon muss selektiert werden 
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f1 (+) origin  135–441
β-galactosidase α-fragment  460–816
multiple cloning site 653–760
lac promoter  817–938
pUC origin  1158–1825
ampicillin resistance (bla) ORF 1976–2833
ampicillin
f1 (+) ori
MCS
lacZ'
P lac
pUC ori
Kpn I
Sac I
pBluescript II KS+
3.0 kb
Sac I BstXI
...ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC...
EcoRI EcoRV
Sac II
SpeI Sma I
Xba I
Pst I Hind III
Bsp106I
ClaIBamHI
Not I
Eag I
...TAAGCGGGATATCACTCAGCATAATGCGCGCGAGTGACCGGCAGCAAAATGTT TGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA
Kpn IXho I
BssHII
EcoO109 I
DraII
ApaI
Acc I
Hinc II
Sal I
T7 Promoter
...CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
BssHIIT3 Promoter
M13 –20 primer binding site T7 primer binding site
T3 primer binding site M13 Reverse primer binding site
β α-gal -fragment
...SK primer binding site KS primer binding site
SK primer binding site...
pBluescript II KS(+/– )  Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598–826)
 
Abb. 6: Vektor pBluescript 
Restriktionsendonucleasen sind Enzyme, die doppelsträngige DNA spezifisch 
spalten können. Sie erkennen kurze Sequenzen, meist vier bis sechs Basenpaare, 
als Schnittstellen. Die Restriktionsenzyme unterscheiden sich nicht nur hinsich-
tlich ihrer Restriktionsstellen, sondern auch darin, ob sie beim Schneiden an den 
Enden gepaarte Basen (blunt ends) oder zwei bis vier ungepaarte Basen (sticky 
ends) zurück lassen. 
Die Schnittstellen, die eine DNA-Sequenz enthält, sind für die meisten Plas-
mide kartiert. Unterschiedliche Restriktionsenzyme schneiden ein- oder mehr-
mals, je nach Häufigkeit der spezifischen Restriktionsstelle. Davon hängt Anzahl 
und Größe der entstehenden Fragmente ab. Günstig ist ein Enzym, das das Plas-
mid genau ein Mal schneidet. 
Auch die gewählte cDNA muß mit dem gleichen Enzym, mit dem das Plas-
mid geschnitten wurde, behandelt werden, um an der Schnittstelle eingebaut zu 
werden. Die so vorbereitete Probe kann in einer weiteren enzymatischen Reaktion 
in das Plasmid ligiert werden und anschließend vom Wirtsorganismus aufgenom-
men werden. 
Gewünscht sind nur diejenigen Bakterienklone, die ein Plasmid aufgenommen 
haben, in das erfolgreich genau ein insert ligiert wurde. Um Klone mit Plasmid 
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von solchen zu unterscheiden, die kein Plasmid aufgenommen haben, macht man 
sich die Eigenschaft der Plasmide zu Nutze, genetisch determinierte Antibiotika-
resistenzen zu tragen. Diese Eigenschaft besitzen nur Bakterienkolonien, die das 
Plasmid aufgenommen haben und ermöglicht so eine Selektion der Kolonien über 
Anzucht auf antibiotikahaltigem Nährboden. Auf ihm wachsen nur Kolonien, die 
durch die Transformation des Plasmids die Antibiotika-Resistenz erhalten haben. 
Die verwendeten Methoden werden im Folgenden kurz beschrieben. 
High-fidelity Pfu-DNA-Polymerase PCR 
Wie in Kapitel 1.17 beschrieben wurden die zu untersuchenden Zielgene mittels 
RT-PCR vervielfältigt. Die PCR-Produkte zur Erstellung des Standards wurden 
mit einer speziellen Polymerase gewonnen, die über einen Reparationsmechanis-
mus verfügt und somit der konventionellen PCR an Sequenzgenauigkeit überle-
gen ist. 
Gel-Extraktion 
Die PCR-Produkte wurden in einem Agarose-Gel (1% in TAE-Puffer) elektropho-
retisch aufgetrennt. Die spezifischen Banden wurden durch Färbung mit Ethi-
diumbromid auf einem UV-Schirm sichtbar gemacht, mit dem Skalpell aus dem 
Gel geschnitten und in ein Reaktionsgefäß (Eppendorf) überführt. Die Agarose 
wird durch Zugabe eines chaotropischen Puffers (3 Gelvolumen) und Erhitzen auf 
50°C unter gelegentlichem Mischen aufgelöst. Die Zugabe von 1 Gelvolumen 
Isopropanol ermöglicht die Bindung von DNA an eine Matrix, die sich in einer 
Zentrifugationssäule befindet. Nach wiederholten Waschschritten zur vollständi-
gen Entfernung des Isopropanols und Zentrifugation wird die gebundene DNA 
mit Elutionspuffer (10mMTrisCl, pH8,5) oder deionisiertem H2O von der Matrix 
gelöst. 
Transformation von p-Bluescript in DH 5  
Als Transformation bezeichnet man die Übertragung genetischer Informationen 
zwischen Bakterien. 
1µl pBluescript wurde mit 25µl DH5  (transformationskompetente E.coli, 
Invitrogen) für 30min auf Eis inkubiert. Nach Erhitzen der Ansätze für 90s auf 
42°C wurde der Ansatz zwei Minuten lang auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 
1ml LB-Medium wurden die Transformationsansätze auf dem Schüttelinkubator 
bei 200rpm für 45min bei 37°C inkubiert. Je 100µl wurden auf IPTG/ X-GAL 
Agar/ amp-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C bebrütet. 
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Von einem Klon wurde in 5ml LB-Medium eine Über-Nacht-Kultur angelegt 
und anschließend mittels Plasmidpräparation die DNA isoliert. 
Restriktionsenzymatischer Verdau  
Um den Vektor zu linearisieren wurde mit dem Restriktionsenzym Sma I enzyma-
tisch „verdaut“. Dazu wurden 80µl Template mit 10µl Puffer und 3µl Sma1 (für 
100µl Ansatz +7µl deionisiertes Wasser) über Nacht bei 25°C inkubiert. Nach 12h 
wurde 1µl Sma I zum Ansatz pipettiert und eine weitere Stunde lang verdaut. In 
dieser Zeit schneidet das Enzym in der multiplen Klonierungsstelle des Vektors 
im Bereich der lac z-Region. Eine Schnittstelle in diesem Bereich erlaubt die an-
schließende Auswahl geeigneter Klone über die Blau-Weiß-Selektion nach en-
zymtischer Farbreaktion der -Galaktosidase.  
Dephosphorylierung der 5‘Enden  
Vor der Ligation wurden die Enden des Vektors dephosphoryliert, da die T4-
Ligase, das Enzym, das die Enden der DNA wieder verknüpft, dephosphorylierte 
Enden nicht verbinden kann. So wird die Wahrscheinlichkeit einer Religation des 
Vektors, das heißt einer Ausbildung einer Ringstruktur ohne Aufnahme des 
Fragments, vermindert. 
Dazu wurden 100µl des linearisierten Plasmids mit 1µl alkalische Phosphata-
se (shrimp) und 12µl des entsprechenden Puffers (+7µl aqua bidest) für 10min bei 
37°C inkubiert. Die Alkalische Phosphatase wurde durch Erhöhung der Tempera-
tur auf 65°C für 15min inaktiviert. 
Ligation 
Bei Blunt-end-Ligationen empfiehlt es sich, ein molares Verhältnis von 3:1 von 
insert:vector anzustreben. Es wurden verschiedene Ligationsansätze verwendet. 
Vektor- und Insert-DNA wurden mit T4-DNA-Ligase sowie 5x Ligasepuffer 
(+Milliporewasser) über 24h bei 14°C ligiert. Die Reaktion wurde durch Inakti-
vierung des Enzyms mittels Zugabe von 1µl 0,5M EDTA-Lösung terminiert. 
Blau-Weiß-Selektion 
Versetzen der Agarplatten mit Ampicillin verhindert ein Wachstum der Klone, die 
kein Plasmid und damit eine Antibiotikumsresistenz aufgenommen haben. Die 
Blau-Weiß-Selektion ermöglicht eine Unterscheidung zwischen Bakterienklonen, 
die ein Plasmid mit cDNA-insert aufgenommen haben und solchen, die ein „lee-
res” Plasmid tragen. In der multiplen Klonierungsstelle des verwendeten Vektors 
p-BlueSkript kommt das induzierbare lacZ-Gen vor. Induziert man den lac pro-
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motor mit IPTG, so wird die vom lacZ-Gen kodierte -Galaktosidase exprimiert. 
X-Gal wird von -Galaktosidase gespalten, und das entstehende Indolderivat führt 
zu einer Blaufärbung der Kolonien. Bei erfolgreicher Integration des Fragments in 
das lacZ-Gen des Vektors pBS zeigen die Bakterien keine Blaufärbung. Durch 
weiße Färbung der Kolonien können also die Bakterien, die den Vector plus insert 
aufgenommen haben, identifiziert werden. Bei Nichtintegration zeigen die Kolo-
nien eine blaue Färbung.  
Die Agarplatten plus Ampicillin wurden vor Versuchsbeginn auf Raumtempe-
ratur (RT) gebracht. Zur Identifikation positiver DNA-Konstrukte wurden die 
Agarplatten mit IPTG (40mM) und X-Gal (450µg) vorbehandelt und 1h bei RT 
inkubiert. Zur Analyse wurden Plasmidpräparationen von Über-Nacht-Kulturen 
der weißen Kolonien durchgeführt. 
Plasmidpräparation 
Von 5ml einer über Nacht angewachsenen Bakterienkultur wurden 1,5ml in ein 
Reaktionsgefäß überführt und 1min bei 8.000U/min abzentrifugiert. Der Über-
stand wurde verworfen, das Sediment in 100µl TEG (Tris, EDTA, Glucose) (plus 
3µl RNase A (10µg/ml) oder zum Verdau zugeben) resuspendiert (Mini I) und 
geschüttelt. 200µl frisch angesetzte NaOH/ SDS Lösung (Mini II) wurde zugege-
ben, gemischt und 5min auf Eis inkubiert. Kalte 3M Kaliumacetatlösung (200µl) 
(Mini III) wurde auf Eis zugegeben, vorsichtig gemischt und 5min bei -20°C in-
kubiert. Bei max. Geschwindigkeit wurde 20min zentrifugiert und der Überstand 
in ein frisches Reagiergefäß dekantiert. Es wurden dann 500µl Isopropanol zum 
Überstand gegeben, gut gemischt, 3min bei RT inkubiert und zentrifugiert. An-
schließend wurde der Überstand verworfen. Der Niederschlag wurde mit 100µl 
70%igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert und wiederum der Über-
stand vorsichtig verworfen. Das Präzipitat wurde bei RT getrocknet und in 50µl 
TE (Lagerung bei 4° möglich) oder deionisiertem H2O (Lagerung bei –20°C) re-
suspendiert. 
Auf Grund einer besseren Ausbeute erfolgte die Plasmidpräparation der für 
die Standards verwendeten DNA mit dem QIAprep Spin Kit (Qiagen), das auf 
dem oben beschriebenen Prinzip beruht. Es wurden jedoch die im System enthal-
tenen Puffer und Säulen verwendet, eluiert wurde die DNA dann in TE. 
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Sequenzanalyse/Ethanol-Präzipitation 
Zur Sequenzanalyse und damit Überprüfung des Transformationserfolges, wurden 
2µg DNA mittels Ethanol-Präzipitation gewonnen. Dazu wurden 2µg DNA (in 
20µl H2O) mit 1/10 des Volumens (2µl) 3M NaAc (pH 5) und 50µl 96%igem 
Ethanol (2½ faches Volumen) 30min bei –80°C inkubiert. Anschließend wurde 
½-1 h bei 14000rpm zentrifugiert. Die pellets wurden mit 100µl 70% Ethanol ge-
waschen und bei 14.000rpm 10 Minuten lang erneut zentrifugiert. Ethanolreste 
wurden durch 5–10min Lufttrocknen vollständig entfernt. 
Die Proben wurden vom Sequenzierservice der Firma MWG-Biotech analy-
siert. 
2.13 Lasermikrodissektion 
Der Nachweis einer P-Selektin-mRNA-Expression neointimaler glatter Muskel-
zellen in vivo erfolgte mittles RT-PCR aus Proben, die durch Mikrolaserdissektion 
aus histologischen Schnitten von Karotiden apoE-defizienter Mäuse 2 Wochen 
nach Gefäßverletzung gewonnen wurden. Um nur glatte Muskelzellen zu isolie-
ren, wurde in den Schnitten -Aktin gefärbt und mit Hematoxylin gegengefärbt. 
-Aktin-positive Zellen wurden aus dem Zentrum der neointimalen Läsion mit 
einem Ultra-Violett-Mikromanipulator (PALM MicroBeam) ausgeschnitten. Bei 
diesem Verfahren wird ein Laserstrahl in den Strahlengang eines Mikroskops ein-
gespiegelt und durch dessen Optik auf einen Punkt fokussiert, der genau in der 
Ebene des betrachteten Objektes liegt. Die Wellenlänge ist so gewählt, dass die 
biologischen Materialien vom Laserlicht nicht verbrannt oder erhitzt werden. Le-
diglich am Fokuspunkt des Laserstrahls werden die Zellen photolytisch geschnit-
ten. Beim sogenannten Laserskalpell sendet ein UV-Laser hochenergetische Im-
pulse aus und die Strahlen schneiden feinste Schneisen in biologisches Material. 
Aufgrund der extrem hohen Photonendichte im Laserfokus können mikroskopisch 
kleine Objekte geschnitten werden. Um mit den ausgeschnittenen Zellen arbeiten 
zu können, müssen sie aus dem Gewebeverband entfernt werden. Durch die 
Druckwelle des Lasers wurden die Zellen in ein Reagiergefäß überführt, das eine 
RNA-stabilisierende Lösung (RNAlater, Qiagen) enthielt. RNA wurde mit dem 
Rneasy Micro Kit (Qiagen) gemäß Herstellerprotokoll isoliert. Die RNA wurde in 
DNA umgeschrieben, wobei Oligo-dT Primer verwendet wurden, um das Aus-
gangsmaterial unspezifisch zu vermehren. Spezifische Produkte für P-Selektin 
und endothelzell-spezifisches VE-Cadherin wurden anschließend mittels PCR 
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(Annealing-Temperatur 55°C, 45 Zyklen) amplifiziert (QuantiTect Probe PCR 
Kit, Qiagen). 
Folgende Primer wurden verwendet: 
Tabelle 6: Primer-Sequenzen für RT-PCR nach Mikrolaserdissektion 
Protein Primer- Sequenz Länge (bp) 
P-Selektin forward 5„-CTTTGGTCCGAACACCACTT-3„,  
P-Selektin reverse 5„-CTAGGTGGCTGTGAGGGTTC-3„ 214bp 
VE-Cadherin forward 5„-ACCGGATGACCAAGTACAGC-3„  
VE-Cadherin reverse 5„-TTCTGGTTTTCTGGCAGCTT-3„ 292bp 
 
Die PCR Produkte wurden in einem 2%igen Agarose-Gel separiert und mit 
Ethidiumbromid gefärbt. Das Gewebe einer ganzen A. carotis wurde ebenfalls 
mikrodisseziert und als Kontrolle verwendet. 
2.14 Proteinanalyse 
2.14.1 SDS-PAGE/Western-Blot-Analyse  
Ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen ist die SDS-PAGE mit anschließen-
der Western-Blot-Analyse. Zelllysate werden in einem Polyacrylamidgel nach 
ihren Molekulargewichten elektrophoretisch aufgetrennt. Gearbeitet wurde in ei-
nem Puffersystem nach Laemmli (1970), das SDS in unterschiedlichen Konzent-
rationen enthält (SDS-PAGE). Die aufgetrennten Proteine werden elektrophore-
tisch auf eine Nitrozellulosemembran überführt (Blot). Auf der Membran immobi-
lisiert können die Proteine mittels spezifischer Antikörper nachgewiesen werden. 
Gewinnung von Lysate aus kultivierten SMCs 
Um die Proteinexpression von P-Selektin und VCAM-1 in beiden Zelltypen zu 
untersuchen wurden aus den kultivierten SMCs Lysate gewonnen. Dazu wurden 
die adhärenten Zellen von je einer 75cm
2
 Flasche mit Trypsin-EDTA abgelöst, 
mit eiskaltem PBS gewaschen, zentrifugiert und das Pellet in 200µl RIPA-Puffer 
für 20 Min auf Eis inkubiert. Das Sediment wurde in Puffer resuspendiert und bei 
4°C für 10min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig in ein 
neues Reagiergefäß überführt. Die Bestimmung der Gesamtproteinmengen erfolg-
te durch eine Biuret-Reaktion (BCA Proteinassay Kit, Pierce). Zur Erstellung ei-
ner Eichkurve wurden BSA-Proben bekannter Konzentrationen gemessen. Mit 
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einem ELISA-Reader erfolgte eine Quantifizierung durch Absorptionsmessung 
bei einer Wellenlänge von 690nm. Die Versuche wurden in einer Microtiterplatte 
durchgeführt. 
Die Analyse der Inhibitor B (I B)-transfizierten Zellen erfolgte getrennt in 
einer zytoplasmatischen und einer nucleären Fraktion. Um die Fraktionen zu ge-
winnen wurden die trypsinisierten Zellen mit kaltem PBS gewaschen. Die Zell-
suspension sollte für die Fraktionierung eine Konzentration von 4–5x106 Zel-
len/ml nicht überschreiten. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C. Nach 
15s Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wurde das Pellet in 400µl kal-
tem Puffer A resuspendiert. Die Reagiergefäße wurden 15min auf Eis gestellt. 
25µl 10% NP-40 wurden hinzupipettiert und 10s gevortext. Anschließend wurde 
für 30s erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde als zytoplasmatische Fraktion in 
ein frisches Reagiergefäß überführt, das Pellet in 100µl kaltem Puffer C resuspen-
diert und 15min auf Eis gestellt und anschließend 5min zentrifugiert. Der Über-
stand wurde als nukleäre Fraktion abpipettiert und mit den anderen Lysaten bei  
–80°C gelagert.  
Alle Proben wurden im Verhältnis drei Teile Proteinlysat zu einem Teil Puffer 
in 3x SDS-Probenauftragspuffer aufgenommen und für 5min bei 95°C denaturiert 
und bei –80°C aufbewahrt.  
SDS-PAGE 
Die Proteinlysate wurden in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufget-
rennt. Je nach Molekulargewicht des Proteins wurde die Konzentration des 
Trenngels variiert. Für die Gesamtzelllysate wurde ein 8%iges Trenngel verwen-
det, für die fraktionierte Analyse ein 12%iges Trenngel. Die Auftrennung erfolgte 
für 35min bei 200 Volt. 
Blot 
Der Transfer auf eine proteinbindende Nitrozellulosemembran erfolgt senkrecht 
zur Trennrichtung. Zur Durchführung des elektrophoretischen Transfers wurde 
das Wet-, bzw. Tank-Blot-Verfahren verwendet. Dieses Verfahren dauert in der 
Regel länger als das alternative Semi-dry-Verfahren und benötigt mehr Transfer-
puffer, dafür ist der Transfer sehr schonend, da das geblottete Protein auf Grund 
des großen Puffervolumens weniger stark erwärmt wird. Um die Erwärmung noch 
weiter zu reduzieren, wurde die Kammer während des Transfers auf Eis gelagert. 
Der Transfer erfolgte bei 76 Volt für 1h. 
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Proteinnachweis durch Antikörperreaktion 
Für den Nachweis von P-Selektin wurden die Membranen in Waschpuffer (TBS 
mit 0,05% Superblock) gewaschen und mit SuperBlock TBS (Pierce) mit 0,05% 
Tween-20 die unspezifischen Bindungen für 1h bei RT blockiert. Inkubation mit 
dem gegen P-Selektin oder VCAM-1 gerichteten Antikörper erfolgte über Nacht 
bei 4°C. Die Membranen wurden dreimal gewaschen. Anschließend wurde 1h bei 
RT mit HRP-gekoppelten Zweitantikörpern inkubiert. Das Substrat wurde mit 
ECL (Super signal femto, Pierce, 1min) umgesetzt und die Reaktion auf einem 
Röntgenfilm sichtbar gemacht. Als Ladekontrolle wurde ein anti- -Aktin-Ak 
verwendet. Inkubiert wurde für 1h bei RT nach Über-Nacht-Inkubation mit ECL. 
Für die immunchemische Identifizierung von p65 wurde die Membran in 
Waschpuffer gewaschen und unspezifische Bindungen 1h bei RT in 5% Tro-
ckenmilch blockiert. Vor Inkubation mit dem anti-p65-Ak über Nacht bei 4°C 
wurde die Membran 10min gewaschen. Vor Inkubation mit dem HRP-
konjugiertem Zweitantikörper (1h, RT) wurde dreimal für 5min gewaschen. An-
schließend wurde erneut dreimal gewaschen und für 1min mit ECL inkubiert.  
Alle Membranen wurden auf einen Röntgenfilm gelegt und dieser entwickelt. 
2.14.2 Durchflusszytometrie 
Zur Untersuchung der Oberflächenexpression von P-Selektin und der Immobili-
sierung von Chemokinen wurde eine Durchflusszytometrie durchgeführt. Zellen 
wurden mit Trypsin abgelöst und in PBS gewaschen. Für den Nachweis von  
P-Selektin wurden die Zellen mit 1% PFA, 2% Glucose, 0,02% NaN3 8min fixiert 
und anschließend gewaschen. Die Zellen wurden mit den entsprechenden spezifi-
schen Primärantikörpern gegen P-Selektin, Fraktalkine, GRO- , SDF-1  oder den 
jeweiligen Kontroll-Antikörpern für 30min bei 4°C inkubiert. Nach einem Wasch-
schritt folgte die Inkubation der Zellen mit einem FITC-markierten Sekundäranti-
körper (30min). Alle Inkubationsschritte erfolgten auf Eis. Für die Messung wur-
den die Zellen in 500µl Cell Wash (VCAM-1) oder Fixierlösung (P-Selektin) auf-
genommen und die Oberflächenexpression der Proteine mittels Durchflusszyto-
meter (FACScalibur) bestimmt. 
2.14.3 Immunfluoreszenzfärbung 
Um die P-Selektin Expression auch in vivo zu analysieren, wurde eine Doppel-
Immunfluoreszenzfärbung an Schnitten von murinen Karotiden durchgeführt. 
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Zwei Wochen nach Drahtverletzung wurden Karotiden aus apoE
-
/
–
Mäusen ent-
nommen, fixiert und in Paraffin eingebettet. Mit einem Mikrotom wurden 5µm 
dicke Schnitte angefertigt und auf Objektträger aufgebracht. Zur Demaskierung 
der Antigene wurden die Schnitte in Zitratpuffer für 10min aufgekocht und an-
schließend bei RT abgekühlt. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen 
erfolgte durch 10minütige Inkubation mit Pferdeserum, das auch zur Antikörper-
verdünnung verwendet wurde. Um die endogene Avidin-Bindungsaktivität zu 
unterdrücken, wurden die Präparate zunächst für 10min mit Avidin-Lösung inku-
biert, nach 10min wurden sie mit Puffer abgespült und mit einer Biotin-Lösung 
für weitere 10min inkubiert. (Avidin-Biotin-Blockierungs-Kit, VectorLabs). Es 
folgte die Inkubation mit dem anti-P-Selektin-Ak (1:50) für 24h bei 4°C. Als Se-
kundärantikörper wurde ein biotinylierter anti-Ratten-IgG-Antikörper aus dem 
Pferd (VectorLabs) verwendet. Anschließend wurde 3x 5min mit PBS gespült und 
die Präparate 5min mit einem Alkalische-Phosphatase-Avidin-Komplex inkubiert. 
Es folgte ein Waschschritt und Inkubation mit dem Vector Red Alkalische-
Phophatase-Substrat-Kit für 10–20min. Mit 2%igem Ziegenserum wurde dann 
erneut blockiert. Die Schnitte wurden für 1h bei RT mit einem Antikörper gegen 
-Aktin (1:100 in 0.2% Ziegenserum) inkubiert und anschließend mit PBS gewa-
schen. Der FITC-gekoppelte Antikörper gegen Maus-IgG inkubierte ebenfalls 1h. 
Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte mit wasserlöslichem Eindeckme-
dium (Vectashield) eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels 
OCD-Kamera digital ausgewertet.  
Für die Immunfluoreszenzfärbung von kultivierten rSMCs wurden mediale 
und neointimale rSMCs in einer Dichte von 1x10
5
/cm² in für die Zellkultur geeig-
nete gekammerte Objektträger (chamberslides, Falcon, BD) ausgesät und vor Be-
ginn der Färbereaktion einen Tag konfluent kultiviert. Die Zellen wurden mit 
4%igem PFA für 10min fixiert. Die Doppelfärbung P-Selektin/ -Aktin erfolgte 
entsprechend der Immunhistochemie. 
2.14.4 Enzyme linked immunabsorbent assay (ELISA) 
Der ELISA ist eine Methode zur Quantifizierung exprimierter Proteine. Zur Be-
stimmung des MCP-1-Gehalts in neointimalen und medialen SMCs wurden die 
jeweiligen Zellen mit RIPA-Puffer homogenisiert. In den entstandenen Lysaten 
wurde der Gesamtproteingehalt (DC Protein assay, BioRad) sowie die MCP-1-
Konzentration (Maus Je/MCP-1Quantikine, kreuzreagiert mit Ratten-MCP-1, 
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RDSystems) gemäß Herstellerprotokoll bestimmt. Die MCP-1-Konzentration 
wurde auf den Gesamtproteingehalt normalisiert und als Vielfaches der Konzent-
ration in medialen SMCs angegeben. 
2.14.5 Immunopräzipitation 
GST-I B-  wurde uns freundlicherweise von Dr. F. Mercurio (Signal Pharmaceu-
ticals, San Diego) überlassen. Die Bestimmung der Aktivität der Inhibitor B Ki-
nase (IKK) in neointimalen und medialen SMCs erfolgte durch Immunopräzipita-
tion. Dazu wird ein Protein, in diesem Fall das Enzym IKK, das I B-  phospho-
ryliert, mit Antikörpern markiert. Anschließend werden Präzipitate mit Zucker-
verbindungen gebildet. Diese werden mit I B-  inkubiert, wobei der Reaktions-
puffer radioaktiv-markiertes ATP enthält, das bei der Phosphorylierung umgesetzt 
wird. Die Proben werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiog-
raphie sichtbar gemacht. Je größer die Aktivität der IKK, desto mehr Substrat 
kann umgesetzt werden und desto stärker ist das detektierte Signal. 
100 g Proteinlysat wurde für 2h bei 4°C mit 2µl IKK- -Antikörper (Santa-
Cruz) inkubiert. Nach Zugabe von 20µl Protein A Sepharose CL-4B beads (Phar-
macia) bildeten sich Immunopräzipitate aus. Nach 1h wurden die Präzipitate ge-
waschen und mit 1µg GST-I B- in 30µl Kinase-Puffer inkubiert. Der 
Puffer enthielt 5µCi [ -
32
P]-ATP (Amersham). Die Proben wurden mittels 10% 
SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographisch sichtbar gemacht. Die Quantifi-
zierung erfolgte durch Densitometrie.  
2.15 Überexpression von adenoviral kodiertem I B-   
Der für I B- kodierende adenovirale Vektors  rAD.I B-  wurde uns freundli-
cherweise von Dr. R. de Martin (Internationales Forschungszentrum, Wien) zur 
Verfügung gestellt. Für den adenovirale Gentransfer wurden subkonfluente neoin-
timale SMCs mit PBS gewaschen und bei einer MOI (multiplicity of infection) 
von 500 PFU (plaqueforming units) mit rAD.I B- oder dem -Galaktosidase-
kodierendem rAD.lacZ als Kontrollvektor in serumfreiem Medium inkubiert. 
Nach 1h bei 37°C wurde das Adenovirus abgewaschen und das Medium gewech-
selt. Zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz wurden rAD.lacZ infizierte 
SMCs nach 48h mit X-Gal gefärbt und der Anteil -Galaktosidase-positiver Zel-
len mikroskopisch bestimmt (60.5 8.7%, n=4). 
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2.16 Bandshift-Analyse  
Die Bandshift-Analyse ist das Standardverfahren zur Identifizierung und Charak-
terisierung von Protein-DNA-Komplexen. Dafür werden radioaktiv-markierte 
DNA-Fragmente mit Proteinextrakten inkubiert und die entstandenen Protein-
DNA-Komplexe in einem nativen Polyacylamidgel analysiert. Die Auswertung 
erfolgte nach Autoradiographie des getrockneten Gels. 
Verwendet wurden unbehandelte neointimale Zellen, die entweder mit 
rAD.I B- oder rAD.lacZ wie oben transfiziert wurden.  
Die Präparation der Proteinkernextrakte (10 g) erfolgte wie beschrieben
75
 
24h nach adenoviralem Gentransfer. Nach 15-minütiger Inkubation mit (
32
P)-
dATP-markierten, doppelsträngigen Oligonukleotiden, gemäß dem NF- B Bin-
dungsmotiv 5„-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3„ (Santa Cruz) wurden die 
Proben unter nicht-denaturierenden Bedingungen in einem 4%igen Polyacryla-
midgel aufgetrennt und einem Röntgenfilm aufgelegt. 
2.17 Statistische Auswertung 
Alle Daten sind angegeben als n-Zahl  Standardabweichung (SD). Die Daten 
wurden mit der Prism Software (Graph Pad) mittels des Students t-Test für unge-
paarte Proben oder one-way ANOVA und Newman-Keuls post Test auf signifi-
kante Unterschiede geprüft. Das Signifikanzniveau wurde auf P 0,05 festgelegt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Ergebnisse, in vitro 
3.1.1 SMC-vermittelte Monozytenadhäsion unter Flussbedingungen 
Thorne et al. haben bereits 1996 gezeigt
76
, dass Monozyten auf stimulierten me-
dialen SMCs unter statischen Bedingungen adherieren. Die adhäsiven Eigenschaf-
ten neointimaler SMCs hingegen sind bislang wenig erforscht. Mit Hinblick auf 
die Pathophysiologie der Restenose erscheint aber gerade eine Beteiligung neoin-
timaler SMCs an der Monozytenrekrutierung möglich. Neointimale SMCs unter-
scheiden sich hinsichtlich ihres Phänotyps deutlich von medialen SMCs. Daher 
wurden neointimale mit medialen SMCs bezüglich ihrer adhäsiven Eigenschaften 
auf Leukozyten unter Flussbedingungen verglichen. Beurteilt wurden rollende 
und fest haftende Monozyten. Rollen bezeichnet den initialen, transienten Kontakt 
der Leukozyten mit der Gefäßwand und ist somit eine Vorstufe des festen Arrests. 
Bei der Auswertung der Flussversuche wurden Zellen, die innerhalb eines beo-
bachteten Gesichtsfeldes mehr als drei Kontakte zu SMCs hatten, als rollend be-
zeichnet. Als fest adhärent wurden die Leukozyten definiert, die sich innerhalb 
des Beobachtungszeitraums nicht mehr bewegten.  
Der basale Arrest von MM6-Zellen auf medialen SMCs unter Flussbedingun-
gen, bei einer Scherrate von 1,5dyn/cm² betrug 6,4± 3,1 MM6/mm². Wurden neo-
intimale SMCs als Substrat verwendet war der MM6-Arrest um das 2,5 fache 
(18,3±5,0, Abb. 7B) erhöht. Durch TNF-Stimulation ließ sich der vermittelte Ar-
rest in beiden Zelltypen auf gleiches Niveau steigern. 
Darüber hinaus wurde Monozytenrollen als Vorstufe festen Arrests in der 
Adhäsionskaskade auf medialen und neointimalen SMCs verglichen. Während auf 
medialen SMCs nur 5,0±3,3 rollende MM6/mm² gezählt wurden, verdreifachte 
sich der Wert auf neointimalen SMCs annähernd (14,8±5,9, Abb. 7A). 
Um zu untersuchen, ob an der Monozytenadhäsion auf SMCs ähnliche Fakto-
ren wie bei der Adhäsion auf Endothel beteiligt sind, wurden Experimente mit 
blockierenden Antikörpern gegen Vertreter der beteiligten Proteingruppen wie 
Integrinen, Selektinen und Chemokinen durchgeführt. 
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Abb. 7: Im Vergleich zu medialen SMCs gesteigertes Recruitment von Monozyten unter 
Scherflussbedingungen auf neointimalen SMCs. Neointimale und mediale SMCs wurden 
mit blockierenden Antikörpern gegen P-Selektin, bzw. Monozyten mit VLA-4mAb vorbe-
handelt oder unbehandelt belassen. Monozyten wurden mit einer Scherrate von 
1.5dyne/cm² perfundiert, die Anzahl der haftenden (B) oder rollenden (A) Leukozyten 
lichtmikroskopisch per Videoaufzeichnung dokumentiert und ausgewertet. Gesteigertes 
Rollen auf neointimalen SMCs ist von P-Selektin und VLA-4 abhängig (A), *P<0,01. 
P-Selektin erhöht VLA-4 vermittelten Arrest auf neointimalen SMCs (B) *P<0,01. 
Eine Blockade von P-Selektin auf neointimalen SMCs hemmte den festen Ar-
rest von MM6-Zellen um mehr als 60%, das Rollen um 85% (Abb. 7). Auf die 
adhäsiven Interaktionen medialer SMC mit Monozyten hatte die P-Selektin-
Blockade kaum Einfluss. In weiteren Versuchen wurde VLA-4, der Rezeptor für 
VCAM-1 auf Monozyten, durch einen Antikörper blockiert. Diese Blockade des 
1-Integrin-Wegs führte zu einer nahezu vollständigen Aufhebung des Monozy-
tenarrests und -rollens sowohl auf medialen wie auch auf neointimalen SMCs 
(Abb. 7). Die Hemmung des 2-Integrin-abhängigen Arrests durch einen blockie-
renden Ak gegen den ICAM-1-Rezeptor LFA-1 beeinflusste die Monozytenadhä-
sion nicht signifikant (Ergebnisse nicht gezeigt). Rollen und basaler Arrest sind 
also grundsätzlich von VLA-4 abhängig, während die gesteigerte Adhäsivität 
neointimaler Zellen durch P-Selektin vermittelt scheint. 
Neben Selektinen und Integrinen sind Chemokine und deren Rezeptoren an 
der Monozyten Rekrutierung in die arteriosklerotisch veränderte Gefäßwand be-
teiligt. Sie regulieren den Integrin-vermittelten Arrest. Untersucht wurden Che-
mokine unterschiedlicher Gruppen: die CXC-Chemokine KC/GRO-  und SDF-
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1 , das CX3C-Chemokin Fraktalkine und das CC-Chemokin MCP-1 (Abb. 8). 
Antagonisierung des KC/GRO -Rezeptors CXCR2 durch 8-73GRO-  und Be-
handlung mit einem blockierenden Ak gegen Fraktalkine verminderten den Arrest 
von Monozyten deutlich. Die Blockade Fraktalkines verminderte den Arrest auf 
neointimalen SMCs um 30%, die Antagonisierung GRO-  sogar um 62%. Dage-
gen führte weder die Inkubation mit einem Ak gegen MCP-1 noch die Vorbe-
handlung der Monozyten mit einem neutralisierenden CXCR4-Ak zu einer Ab-
nahme des Monozytenarrests. MCP-1 und SDF-1  sind folglich nicht an der Re-
gulation des VLA-4-abhängigen Arrests auf neointimalen SMCs beteiligt. 
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Abb. 8: Chemokinbeteiligung am integrinvermittelten Monozytenarrest. Monozyten 
wurden mit dem CXCR2-Antagonisten 8-73GRO-  oder CXCR4 mAB, neointimale SMCs 
mit Antikörpern gegen Fraktalkine oder MCP-1 vorbehandelt oder unbehandelt belassen. 
Die Chemokine GRO-  und Fraktalkine sind am Monozytenarrest auf neointimalen 
SMCs beteiligt. Die Chemokine MCP-1 sowie der SDF-1 -Rezeptor CXCR4 tragen nicht 
zum Arrest auf neointimalen SMCs bei. 
Neben Monozyten spielen CD4
+
CD45RO
+
-T-Zellen eine entscheidende Rolle 
bei der frühen Atherogenese. Da die molekularen Mechanismen der Lymphozy-
ten- und der Monozytenrekrutierung insbesondere im Bezug auf die Chemokine 
nicht identisch sind, wurden CD4
+
CD45RO
+
-Zellen aus Vollblut isoliert und die 
adhäsiven Interaktionen dieser Zellen mit SMCs in der Flusskammer beobachtet. 
Im Bezug auf SMC-vermittelten festen Arrest von Lymphozyten zeigten sich, 
ähnlich wie im Falle der Monozyten, Unterschiede zwischen neointimalen und 
medialen SMCs (Abb. 9). Die gesteigerte Anhaftung von CD4
+
CD45RO
+
-T-
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Zellen konnte durch Vorbehandlung der Lymphozyten mit einem blockierenden 
Ak gegen VLA-4 um mehr als die Hälfte gesenkt werden. Anders als der Arrest 
von Monozyten wurde der VLA-4-regulierte Arrest von Lymphozyten durch Blo-
ckade des SDF-1 -Rezeptors mit einem neutralisierenden Ak gegen CXCR4 um 
66% reduziert (Abb. 9), was auf eine Beteiligung von SDF-1  an der Lymphozy-
tenrekrutierung über die VLA-4-VCAM-1-Achse schließen lässt. 
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Abb. 9: Gesteigerter Arrest von CD4
+
CD45RO
+
-T-Zellen. auf neointimalen SMCs. 
CD4
+
CD45RO
+
 Zellen wurden mit VLA-4 mAB oder CXCR4 mAB vorbehandelt oder 
unbehandelt belassen. Der gesteigerte T-Zell-Arrest ist abhängig von VLA-4 und CXCR4. 
*P<0,01. Daten sind präsentiert als Mittelwert SD aus mindestens drei unhabhängigen 
Experimenten. 
3.1.2 Differentielle Expression proinflammatorischer Gene in neointimalen 
und medialen SMCs 
Um die molekulare Basis der funktionellen Daten zu untersuchen, wurde mittels 
quantitativer Real-time-PCR die mRNA-Expression von P-Selektin, SDF-1 , 
GRO-  und VCAM-1 in neointimalen und medialen SMCs verglichen. Es zeigte 
sich eine mehr als 2,5fach erhöhte Expression von P-Selektin in neointimalen 
SMCs. Auch die Expression der Chemokine GRO-  (3,5fach) und SDF-1  
(2,4fach) war in neointimalen gegenüber medialen SMCs signifikant erhöht. Für 
die Expression von VCAM-1 dagegen wurden keine signifikanten Unterschiede 
festgestellt. (Abb. 10, 11). Das legt nahe, dass vielmehr die differentielle Expres-
sion von P-Selektin und Chemokinen den VLA-4-regulierten Arrest bewirkt. 
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Abb. 10: Real-time-RT-PCR-Kurven der vier untersuchten Gene in repräsentativen neo-
intimalen (linke Spalte) und medialen (rechte Spalte) SMCs mit der entsprechenden -
Aktin Kontrollkurve. Dargestellt werden die unterschiedlichen “Crossingpoints” ( CP) 
zwischen Zielgen und -Aktin. Je kleiner CP, desto mehr mRNA des Zielgens ist in der 
untersuchten Probe vorhanden. 
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Abb. 11: Die quantitative Real-time-PCR zeigt differentielle mRNA-Expression in neoin-
timalen und medialen SMCs. P-Selektin, GRO-  und SDF-1  sind in neointimalen SMCs 
signifikant vermehrt exprimiert. Für die Expression von VCAM-1 konnte keine differen-
tielle Expression nachgewiesen werden. Ergebnisse sind auf -Aktin nomalisiert und als 
Mittelwert SD aus mindestens drei unhabhängigen Experimenten angegeben.*P<0,05. 
3.1.3 Expression von P-Selektin, Fraktalkine, GRO-  und SDF-1  auf 
neointimalen und medialen SMCs 
Zusätzlich zur Analyse der mRNA-Expression wurde die Oberflächenexpression 
funkionell relevanter Protein mittels Durchflusszytometrie (Abb. 12, 15B), ELISA 
(Abb. 15A), Westernblot oder Immunfluoreszenz (Abb. 13, 14) untersucht. 
Die Expression von P-Selektin war durchflusszytometrisch auf einer Subpo-
pulation glatter Muskelzellen nachweisbar. Während etwa 30% der medialen 
SMCs für P-Selektin anfärbbar waren, lag der Anteil P-Selektin-positiver, neoin-
timaler SMCs bei 65 15% (Abb. 12A,E). Auch die Fluoreszenzintensität für P-
Selektin auf neointimalen SMCs war verstärkt, entsprechend einer vermehrten P-
Selektin-Oberflächenexpression auf neointimalen SMCs verglichen mit P-
Selektin-positiven, medialen SMCs. Die vermehrte Expression von P-Selektin 
wurde mittels Westernblot-Analyse bestätigt (Ergebnis nicht gezeigt). 
Auch in der immunhistochemischen Färbung (Abb. 13) kultivierter SMCs 
konnten deutlich mehr neointimale als mediale P-Selektin-positive SMCs nach-
gewiesen werden (Abb. 13A). Darüber hinaus fiel die unterschiedliche Verteilung 
von P-Selektin auf den SMCs. Während P-Selektin auf medialen Zellen perinuk-
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leär lokalisiert war, verteilte sich das Protein auf neointimalen SMCs über die 
gesamte Zelloberfläche, wobei die Kernregion ausgespart blieb (Abb. 13B). 
Fluoreszenzintensität
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenexpression von P-Selektin (A, 
E), Fraktalkine (B, F), GRO-  (C, G) und SDF-1  (D, H). Repräsentative Histogramme 
von Kontroll-Antikörper (grau, ausgefüllt) und antigen-spezifischer Antikörperfärbung 
(fett) medialer (obere Reihe) und neointimaler (untere Reihe) SMCs. Die Expression von 
P-Selektin ist auf einen Subtyp glatter Muskelzellen beschränkt, deren Anteil verglichen 
mit medialen (A) in neointimalen (E) SMCs erhöht ist. Auf neointimalen SMCs konnte 
eine gegenüber medialen SMCs vermehrte Oberflächenexpression von Fraktalkine (B, F), 
GRO-  (C, G) und SDF-1  (D, H) gemessen werden. 
-SMA P-Selektin Overlay
neointimale
SMCs
mediale
SMCs
 
Abb. 13: Kombinierte Immunfluoreszenz von P-Selektin und -SMA. In medialen SMCs 
nachgewiesenes P-Selektin war im Bereich des Kerns lokalisiert und nur in einer kleinen 
Subpopulation medialer SMCs nachzuweisen. (C) Der Anteil P-Selektin
+
 Zellen war unter 
neointimalen SMCs höher. P-Selektin verteilte sich hier über die gesamte Zelloberfläche, 
die Kernregion blieb ausgespart. (F) Maßstab 20µm. 
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Abb. 14: Immunfluoreszenz von GRO-a zeigt an der Oberfläche neointimaler SMCs im-
mobilisiertes GRO- . (A) An der Oberfläche medialer SMCs war das Chemokin nicht 
nachweisbar. (B) Nicht permeabilisierte Zellen wurden nach Fixation mit 4% PFA (8 
Minuten RT) mit einem polyklonalen anti-Ratten-GRO-  Antikörper gefärbt. Oberflä-
chen-GRO-  wurde mit einem FITC konjugierten Zweitantikörper sichtbar gemacht. 
Maßstab 20µm. 
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Abb. 15 (A) Proteingehalt von MCP-1 in den Lysaten neointimaler und medialer SMCs. 
Zellen wurden mit RIPA-Puffer homogenisiert und der Gesamtproteingehalt (DC Protein 
assay, BioRad), sowie die MCP-1-Konzentration (Maus Je/MCP-1Quantikine, kreuzrea-
giert mit Ratten-MCP-1, RDSystems ) bestimmt. MCP-1-Spiegel wurden auf den Gesamt-
proteingehalt normalisiert und als n-faches der Konzentration in medialen SMCs ange-
geben. Ergebnisse sind Mittelwert SEM. 
(B) Oberflächenexpression von MCP-1 auf medialen (gefüllte Kurve) und neointimalen 
SMCs (fette Linie). Dargestellt sind repräsentative Histogramme der Durchflusszytomet-
rie. Phycoerythrin-konugierter anti-MCP-1-Anikörper (2H5, BDPharMingen) 30 min, 
4°C. 
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Durchflusszytometrisch konnte auch für die Chemokine Fraktalkine (Abb. 12; 
B, F), GRO-  (Abb. 12; C, G), und SDF-1  (Abb. 12; D, H), eine auf neointim-
alen SMCs erhöhte Oberflächenexpression nachgewiesen werden. Zusätzlich 
konnte mit Immunfluoreszenzfärbung auf der Oberfläche neointimaler SMCs im-
mobilisiertes GRO-  angefärbt werden, nicht aber auf medialen SMCs (Abb. 14). 
In der Proteinbestimmung von SMC-Lysaten mittels ELISA zeigte sich eine 
vermehrte Expression des CC-Chemokins MCP-1 in neointimalen SMCs 
(Abb. 15A). Da das Protein jedoch nicht auf der Oberfläche der SMCs immobili-
siert wurde, konnte es in der Durchflusszytometrie nicht nachgewiesen werden 
(Abb. 15B). Die Expression von VCAM-1 wurde mittels Durchflusszytometrie 
und Westernblot überprüft und bestätigt (Ergebnisse nicht gezeigt). 
3.1.4 NF- B: Regulator des proinflammatorischen Phänotyps neointimaler 
SMCs 
Im Rahmen von Vorversuchen wurde das Genexpressionsmuster neointimaler und 
medialer SMCs mit einem kommerziellen Micro-gene-Array der Firma Clontech 
verglichen. Die Daten bestätigten die Expressionsmuster bereits beschriebener 
Modelle mit gesteigerter Expression von Zellzyklus- und Proliferation-assoziierter 
Gene in synthetischen verglichen mit kontraktilen, ruhenden SMCs. Die vermehr-
te Expression dieser Gene zeigte sich in neointimalen SMCs ebenso gesteigert wie 
die Expression anti-proliferativer Gene in medialen SMCs. Ebenso in dieses be-
stehende Konzept fügt sich die vermehrte Expression NF- B-abhängiger Gene.  
3.1.4.1 Vermehrte NF- B-Aktivierung im neointimalen Phänotyp 
An der Aktivierung einer Reihe inflammatorischer Gene, die unter anderem auch 
für die Leukozytenadhäsion von Bedeutung sind, ist der Transkriptionsfaktor NF-
B beteiligt. Die gesteigerte Expression von NF- B und einiger NF- B-
abhängiger Gene gab den Anlass, die Beteiligung von NF- B an der Regulation 
des neointimalen Phänotyps näher zu untersuchen. 
Im Falle einer Aktivierung kommt es zu einer nukleären Translokation von 
NF- B, die sich durch Immunfluoreszenzfärbung der NF- B-Untereinheit p65 
nachweisen lässt. In wenigen Zellkernen medialer SMCs ließ sich p65 durch Im-
munfluoreszenz anfärben (3 1%). In den neointimalen SMCs war der Anteil der 
Zellen, die eine nukleäre p65-Färbung aufwiesen, signifikant erhöht (35 4%) 
(Abb. 16A). Um zu zeigen, dass die Expression von P-Selektin unmittelbar mit 
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der NF- B-Aktivierung verknüpft ist, wurde eine Doppelfärbung von p65 und P-
Selektin durchgeführt. Sie zeigte eine verstärkte P-Selektin-Expression in den 
Zellen mit nukleärem p65, also aktiviertem NF- B (Abb. 16B). 
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Abb. 16: (A) Immunfluoreszenz Färbung von p65 in neointimalen SMCs in vitro. Die 
nukleäre Translokation von p65 war in medialen SMCs kaum detektierbar, während zahl-
reiche neointimale SMCs eine nukleäre Anfärbung aufwiesen (A, gekennzeichnet 
durch *). Maßstab= 50µm. (B) Kombinierte Immunfluoreszenz Färbung von p65 (grün) 
und P-Selektin (rot) macht eine Expression von P-Selektin überwiegend in Zellen mit 
nukleärem p65 deutlich. Maßstab=20µm 
3.1.4.2 Gesteigerte Aktivität der IKK in neointimalen SMCs 
Um die Regulationsmechanismen über den NF- B Pfad weiter zu untersuchen 
wurde die Aktivität der IKK in neointimalen und medialen SMCs mittels Immu-
nopräzipitation bestimmt. 
NF- B liegt im Zytoplasma als Komplex mit seinem Inhibitor I B vor. Die 
IKK ermöglicht durch Phosphorylierung eine Lösung von NF- B aus dem Komp-
lex und damit eine Translokation in den Kern, also die Aktivierung von NF- B. 
Gesteigerte Aktivität der IKK ist also als indirekter Hinweis auf eine Aktivierung 
NF- Bs zu werten. Die Aktivität der IKK war, sowohl konstitutiv als auch nach 
TNF-  Stimulation, in allen untersuchten neointimalen gegenüber den medialen 
Klonen erhöht (Abb. 17). 
3.1.4.3 Inhibition der NF- B-Aktivierung vermindert gesteigerten Arrest auf 
neointimalen SMCs 
Um die funktionelle Beteiligung der gesteigerten NF- B-Aktivierung am proad-
häsiven Phänotyp neointimaler SMCs zu zeigen, wurden neointimale SMCs mit-
tels adenoviralem Gentransfer mit dem NF- B-Inhibitor I B-  transfiziert. Mit-
tels Westernblot-Analyse wurde der erfolgreiche Gentransfer durch Abnahme von 
nucleärem p65 nachgewiesen. Abb. 18 . 
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Abb. 17: Aktivität der IKK in neointimalen und medialen SMCs, konstitutiv und nach 
TNF- -Stimulation. Die IKK-Aktivität ist in neointimalen SMCs gegenüber medialen 
erhöht. Mediale SMCs (obere Reihe) und neointimale SMCs (untere Reihe) von drei (M1-
M3) und vier (N1-N4) unabhängigen Isolationen wurden mit TNF-  stimuliert oder un-
behandelt belassen. IKK-Komplexe wurden mit IKK -Antikörpern aus zytoplasmären 
Extrakten immunopräzipitiert. Die Aktivität der IKK (KA) wurde mit einem GST-
I B (1-54) Substrat nachgewiesen. Die Membranen wurden mit IKK Antikörper als 
Ladekontrolle (WB) gegengeprobt. Densiometrische Auswertung der Autoradiographie 
bestätigte die signifikant gesteigerte Aktivität der IKK in neointimalen SMCs verglichen 
mit medialen SMCs sowohl konstitutiv (1,45  0,23 vs. 0,70  0,11, normalisiert auf die 
Proteinexpression von IKK , p<0,05, n=3-4) als auch nach TNF- -Stimulation 
(3,52 0,52 vs 1,65 0,10; p<0,05, n=3-4). 
Neben der nukleären Translokation kann die DNA-Bindungsaktivität von NF-
B direkt mittels eines Supershiftassays bestimmt werden. Es wurden zwei DNA-
Proteinkomplexe identifiziert, der p50/p65-Heterodimer und der p50-Homodimer. 
Die Überexpression von I B führte zu einer vollständigen Unterbindung der Bin-
dung des p50/p65-Heterodimers an seine korrespondierende Sequenz in neointim-
alen SMCs. Abb. 19A zeigt außerdem die DNA-Bindung von NF- B nach Gen-
transfer mit dem Kontrollvektor rAD.lacZ. Die DNA-Bindungsaktivität war mit 
der in unbehandelten neointimalen SMCs vergleichbar. Die bloße Transfektion 
eines Vektors hatte also keinen Einfluss auf die Bindungsaktivität NF- Bs. 
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Abb. 18: Vergleich der zytoplasmatischen mit der nukleären Expression von p65 in 
I B  transfizierten neointimalen und medialen SMCs und nicht-transfizierten Kontroll-
SMCs mittels Westernblot-Analyse. Die Expression von p65 ist in der nukleären Fraktion 
in neointimalen gegenüber medialen SMCs erhöht. Diese gesteigerte Expression lässt 
sich durch Transfektion mit I B  hemmen. In medialen SMCs hat die Blockade des 
NF- B-Pfades einen geringeren Effekt. Im Zytoplasma führt die Blockade in neointimalen 
und medialen SMCs zu einem Expressionsanstieg von p65. 
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Abb. 19: (A) Effekt der Überexpression von I B  in neointimalen SMCs. Es wurden 
Elektromobilität-Shift-assays (EMSA) durchgeführt, um die DNA-Bindungsaktivität von 
NF- B in neointimalen SMCs nach adenoviralem Gentransfer des lacZ-Reporter-Gens 
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(rAD.lacZ) oder des I B-  -kodierenden Gens (rAD.I B- ) zu bestimmen. Gezeigt sind 
die Autoradiographien von 4 unabhängigen Proben pro Gruppe. 
Der Arrest unter Scherflussbedingungen von Monozyten (B) und CD4
+
CD45RO
+
-T-
Zellen (C) auf neointimalen SMCs nach Transfektion mit rAD.I B-  oder dem Kontroll-
virus (rAD.lacZ) wurde untersucht. Die Anzahl der haftenden Zellen wurde als Prozent-
satz der haftenden Zellen auf den Kontrollzellen angegeben. Daten sind als Mittel-
wert SD aus mindestens drei unhabhängigen Experimenten dargestellt. *P<0,05 
Der Effekt der verminderten NF- B-Aktivität auf die proadhäsiven Eigen-
schaften wurde wie in den vorherigen in der Parallelwand-Flusskammer unter-
sucht. Transfektion mit rAD.I B-  führte zu einer deutlichen Reduktion des für 
den neointimalen Phänotyps charakteristischen gesteigerten Arrests von Monozy-
ten (Abb. 19B) und CD4
+
CD45RO
+
-T-Zellen (Abb. 19C). 
3.2 Ergebnisse, in vivo 
Zur Überprüfung der in vitro gewonnen Erkenntnisse wurde ein etabliertes Modell 
der Restenose in vivo mit atherogenen Mäusen verwendet. 
3.2.1 Expression von P-Selektin in SMCs in vivo 
Auch in vivo konnte P-Selektin in neointimalen SMCs nachgewiesen werden. 
Zwei Wochen nach Drahtverletzung der A. carotis apoE-defizienter Mäuse wur-
den eine Immunfluoreszenzfärbung von -Aktin und P-Selektin durchgeführt. In 
Bereichen, in denen die Reendothelialisierung zu diesem Zeitpunkt bereits abge-
schlossen war, konnten P-Selektin exprimierende glatte Muskelzellen in der Neo-
intima nachgewiesen werden (Abb. 21A). Es ist bekannt, dass nach zwei Wochen 
25% des denudierten Gefäßes noch nicht wieder vollständig mit Endothelzellen 
bedeckt sind
26
. In nicht endothelialisierten Abschnitten der Gefäßwand konnten 
luminal -Aktin-positive Zellen, die auch P-Selektin exprimierten, nachgewiesen 
werden (Abb. 21B). 
Für den Nachweis der gesteigerten Expression von P-Selektin-mRNA in 
SMCs wurden Karotiden von apoE
-
/
–
Mäusen zwei Wochen nach Drahtverletzung 
gewonnen und immunhistochemisch -Aktin angefärbt. Anschließend wurden 
mittels Mikrolaserdissektion die -Aktin-positiven Zellen aus dem Bereich der 
neointimalen Läsion entfernt und über eine PCR-Reaktion die Expression von 
P-Selektin nachgewiesen. 
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Da Endothelzellen ebenfalls P-Selektin exprimieren, wurde zusätzlich der 
Nachweis des Endothelzellmarkers VE-Cadherin durchgeführt. In den neointim-
alen, -Aktin- und P-Selektin-positiven Zellen konnte kein VE-Cadherin nachge-
wiesen werden (Abb. 20). Proben aus dem gesamten Gefäßquerschnitt dagegen 
waren deutlich positiv für VE-Cadherin. Somit konnten neointimale SMCs als 
Quelle für P-Selektin identifiziert werden. 
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Abb. 20: PCR-Analyse microdissezierter -SMA-positiver neointimaler Zellen zeigt die 
Expression von P-Selektin. Endotheliale Verunreinigung wurde durch fehlenden Nach-
weis von VE-Cadherin in den neointimalen Proben ausgeschlossen. Proben aus dem ge-
samten Gefäßdurchschnitt dienten als Kontrolle. 
3.2.2 Gesteigerte NF- B-Aktivierung in neointimalen SMCs in vivo  
Eine Immunfluoreszenzfärbung der NF- B-Untereinheit p50 zwei Wochen nach 
Drahtverletzung der A. carotis apoE-defizienter Mäuse zeigte durch nukleäre 
Translokation auch in vivo eine vermehrte NF- B-Aktivierung in der Neointima 
verglichen mit der Media eines nicht verletzten Kontrollgefäßes. Nukleäre Trans-
lokation von p50 fand sich in der Mehrzahl neointimaler SMCs und auch in lumi-
nalen, wobei das Verteilungsmuster von nukleärem p50 dem von P-Selektin äh-
nelte (Abb. 22A). Die p50-Färbung eines Kontrollgefäßes zeigt ausschließlich 
zytoplasmatische Anfärbung (Abb. 22B). Diese Daten lassen auf eine regulatori-
sche Funktion von NF- B im neointimalen Phänotyp in vivo schließen. 
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Abb. 21: P-Selektin-Expression in neointimalen SMCs 2 Wochen nach Verletzung der 
Arteria Carotis apo-E-defizienter Mäuse mit einem Draht. (Obere Reihe, A): Luminal 
finden sich in noch nicht vollständig reendothelialisierten Bezirken P-Selektin-
exprimierende neointimale SMCs. (Untere Reihe, B): In reendothelialisierten Bereichen 
finden sich P-Selektin-exprimierende SMCs in der Mehrzahl neointimaler Zellen. Maßs-
tab=20µm, Pfeile markieren die lamina elastica interna. 
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Abb. 22: (A)Nukleäre Translokation von p50 war zwei Wochen nach Verletzung in der 
Mehrzahl neointimaler Zellen nachweisbar. Zellkerne wuden mit DAPI gegengefärbt. 
Maßstab= 20µm 
(B)Immunfluoreszenzfärbung von p50 einer unverletzten murinen Carotis (apoE-
defizient). Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI verdeutlicht, dass sich die p50-Färbung 
ausschließlich im Zytoplasma findet. Maßstab= 20µm 
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4 Diskussion 
4.1 Bedeutung der Monozytenrekrutierung für die Entstehung 
neointimaler Hyperplasie nach Gefäßverletzung 
Maßgeblich verantwortlich für die überschießende reparative Wundheilung und 
damit die Restenose nach Gefäßverletzung durch Ballondilatation ist eine chroni-
sche Entzündungsreaktion, die durch Monozyten vermittelt ist. Dabei korrelieren 
sowohl Größe als auch Stabilität der restenotischen Plaque mit dem Gehalt an 
Monozyten, und bereits der Makrophagenanteil in der atherosklerotischen Plaque 
vor Dilatation hat Einfluss auf das Ausmaß der neointimalen Hyperplasie
77
. Die 
Monozytenrekrutierung in den ersten Stunden nach Deendothelialisierung mar-
kiert die frühe, hauptsächlich durch Thrombozyten vermittelte Phase der neoin-
timalen Hyperplasie
78,79
. Davon abzugrenzen ist die Spätphase, in der SMCs und 
regenerierende Endothelzellen für die Monozytenrekrutierung verantwortlich 
sind
78,80
. 
Die Monozytenrekrutierung folgt dabei ähnlich der Pathogenese der nativen 
Atherosklerose einer Kaskade, an der Adhäsionsmoleküle und Chemokine beetei-
ligt sind
81
. In der vorliegenden Studie wurden die molekularen Mechanismen der 
Interaktionen zwischen Leukozyten und SMCs untersucht. Ihre Bedeutung für die 
Entstehung der neointimalen Hyperplasie nach Gefäßverletzung wird im Folgen-
den diskutiert. 
4.2 Die Bedeutung der Adhäsionsmoleküle  
Die Adhäsionsmoleküle P-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 konnten im Bereich 
atherosklerotischer
82,83
 und neointimaler Läsionen nach Gefäßverletzung nachge-
wiesen werden
84,85
. An der Monozytenrekrutierung nach Gefäßverletzung beteiligt 
zeigten sich vor allem P-Selektin und VCAM-1
86,87
. Ein Knock-out von ICAM-1 
stellt zwar im Rahmen der nativen Atherosklerose einen protektiven Faktor dar
40
, 
reduzierte die neointimale Hyperplasie nach Gefäßverletzung apoE-defiziener 
Mäuse jedoch nicht
41
. In Übereinstimmung mit diesen Daten führte die Blockade 
des 2-Integrins LFA-1, das an ICAM-1 bindet, unter Scherflussbedingungen 
nicht zu einer Hemmung des auf neointimalen SMCs gesteigerten Monozytenar-
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rests, wohl aber Vorbehandlung mit einem Ak gegen P-Selektin oder das Integrin 
VLA-4. 
4.2.1 P-Selektin aus neointimalen SMCs vermittelt eine gesteigerte Monozy-
tenrekrutierung  
Das Adhäsionsmolekül P-Selektin, das von Endothelzellen und Thrombozyten 
exprimiert wird, vermittelt den initialen Kontakt, das Rollen von Leukozyten ent-
lang der Gefäßwand. Bei der Entstehung atherosklerotischer Plaques spielt 
P-Selektin eine entscheidende Rolle. Ein P-Selektin-Knock-out reduziert den Pla-
quedurchmesser in einem Tiermodell der nativen Atherosklerose deutlicher als ein 
Knock-out von E-Selektin oder ICAM-1
40
. 
Bei der Genese restenotischer Prozesse kommt P-Selektin eine noch bedeu-
tendere Rolle zu
41
, während ICAM-1-Knock-out isoliert keinen Schutz vor der 
Entwicklung neointimaler Hyperplasie bietet. Neben einer Abnahme des Plaque-
durchmessers von >90% durch P-Selektin-Knockout, verminderte sich durch die 
Defizienz für P-Selektin auch der Anteil von Monozyten in der Plaque zugunsten 
von SMCs. Eine direkte Blockade P-Selektins oder seines Rezepors PSGL-1 
durch Injektion von blockierenden Ak zum Zeitpunkt der Gefäßverletzung führte 
in apoE
-
/
–
Mäusen zu einer deutlichen Reduktion des Plaquedurchmessers, sowie 
des Makrophagengehaltes der Plaque
88
, was die Bedeutung P-Selektins für die 
Entstehung neointimaler Hyperplasie auch in vivo bestätigte. 
Neben der Rolle P-Selektins als Adhäsionsmolekül an der Oberfläche von 
Endothelzellen und Thrombozyten vermittelt thrombozytäres P-Selektin über die 
Deposition des Chemokines RANTES
89
 den Monozytenarrest unter Scherflussbe-
dingungen. Manka et al.
42
 untersuchten an chimären Mäusen mit lediglich 
P-Selektin
-
/
- 
Thrombozyten isoliert den Einfluss von thrombozytärem P-Selektin 
auf die neointimale Hyperplasie. Fehlen von thrombozytärem P-Selektin führte zu 
einer Reduktion des Neointimadurchmessers von 62% und einer um 30% vermin-
derten Makrophageninfiltration. Thrombozytäres P-Selektin lässt sich also nicht 
allein für den protektiven Effekt eines P-Selektin-Knockouts verantwortlich ma-
chen. 
Da insbesondere in der Frühphase nach Gefäßverletzung das Endothel verletzt 
oder von Thrombozyten bedeckt ist
22
, muss eine weitere Quelle für P-Selektin 
diskutiert werden. Bisher nicht bekannt ist, dass neben Endothelzellen und 
Thrombozyten auch glatte Gefäßmuskelzellen P-Selektin exprimieren. Zwar 
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konnte Kumar
85
 die Expression von P-Selektin nach Gefäßligation in der Media 
und der entstehenden Neointima nachweisen, er zeigte jedoch nicht, dass es sich 
tatsächlich um P-Selektin aus glatten Muskelzellen handelte. Durch Nachweis von 
P-Selektin in -Aktin-positiven, VE-Cadherin-negativen Zellen aus der Neointi-
ma konnten die SMCs eindeutig als Quelle für P-Selektin identifiziert werden. 
Entsprechend wurde eine mögliche funktionelle Bedeutung von myozytärem 
P-Selektin bisher nicht untersucht. Die vollständige Reendothelialisierung nach 
Gefäßverletzung benötigt im Mausmodell bis zu vier Wochen
26
. Es ist bekannt, 
dass bis zur vollständigen Reendothelialisierung neben regenerierenden Endothel-
zellen auch SMCs an der Monozytenrekrutierung beteiligt sind. Landry beschreibt 
eine gesteigerte Expression von VCAM-1 und MCP-1 auf SMCs nach Gefäßver-
letzung von Rattenkarotiden, die mit gesteigerter Anhaftung von Monozyten ein-
hergehen
80
. Die vorliegende Arbeit identifiziert mit P-Selektin ein weiteres NF-
B-abhängiges Protein, das von SMCs exprimiert wird und an der Monozytenrek-
rutierung beteiligt ist, wie die Versuche mit einem blockierenden Ak gegen 
P-Selektin in der Flusskammer zeigen. 
4.2.2 VCAM-1/VLA-4  
Die Blockade von VLA-4, dem Liganden von VCAM-1, führte zu einer Hem-
mung sowohl des auf neointimalen SMCs gesteigerten als auch des „basalen“ Ar-
rests, der auch von medialen SMCs unterstützt wurde. Die Bedeutung von 
VCAM-1 für die Monozytenrekrutierung im Rahmen der Atherosklerose ist be-
kannt. Auch eine Gefäßverletzung führte in einem Restenosemodell der Ratte zu 
einer NF- B-Aktivierung und damit zu einer vermehrten Expression des NF- B-
abhängigen VCAM-1
80
. Die Ergebnisse der Flussversuche identifizierten den 
Leukozytenarrest auf SMCs als VLA-4 abhängig. Wie der Monozytenarrest ließ 
sich auch der Arrest von CD4
+
CD45RO
+
-T-Zellen durch Vorbehandlung mit ei-
nem Ak gegen VLA-4 hemmen, was eine Regulation über VLA-4 nahelegt.  
Erstaunlicherweise zeigte sich bzgl. der Genexpression von VCAM-1 keine 
signifikanten Unterschiede zwischen medialen und neointimalen SMCs, was auf 
eine NF- B-unabhängige Aktivierung hindeutet. 
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4.3 Die Bedeutung der Chemokine 
4.3.1 GRO- /CXCR2 
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine differentielle Expression von GRO-  auf 
mRNA-Ebene sowie die gesteigerte Proteinexpression, bzw. Sekretion. Wie die 
Immunfluoreszenzmikroskopie deutlich macht, fand sich auf der Oberfläche neo-
intimaler SMCs immobilisiertes GRO- , das auf medialen SMCs kaum nachzu-
weisen war. GRO- , das früher hauptsächlich als Neutrophilen-Chemoattraktans 
charakterisiert wurde, ist mittlerweile auch eine Bedeutung für die Monozytenrek-
rutierung auf Endothelzellen zugeschrieben worden
90
. Es ist bekannt, dass an der 
Oberfläche immobilisiertes GRO-  die VLA-4-abhängige Monozytenrekrutierung 
in frühe atherosklerotische Läsionen vermittelt
76
. Dabei reguliert es den Übergang 
von Rollen in festen Arrest und steigert die Adhäsivität von Monozyten unter 
Flussbedingungen
38,91,92
. 
4.3.2 MCP-1/CCR2 
Die Bedeutung von MCP-1 und seines Rezeptor CCR2 für die Neointimaentste-
hung ist durch in-vivo-Studien belegt. Ein Kock-out von CCR2 führte im Maus-
modell zur Reduktion der Neointima
93
. Entsprechend konnte sowohl im Über-
stand als auch in Lysaten neointimaler SMCs mittels ELISA eine deutlich erhöhte 
Konzentration von MCP-1 gegenüber medialen Proben bestimmt werden. Den-
noch bewirkte die Vorbehandlung mit einem blockierenden Ak gegen MCP-1 
keine Reduktion des VLA-4 abhängigen Monozytenarrests. Anders als GRO-  
wird MCP-1 nicht an der Oberfläche immobilisiert, sondern in löslicher Form 
sezerniert. Entsprechend zeigte sich in der Durchflusszytometrie auf der Oberflä-
che neointimaler SMCs kein vermehrtes MCP-1. Studien an ex vivo perfundierten 
Karotiden von apo E
-
/
-
 Mäusen identifizierte die Monozytenadhäsion als überwie-
gend von immobilisiertem GRO-  abhängig
90
. Dagegen sind MCP-1 und sein 
Rezeptor CCR2 vor allem an der Regulation der Transmigration durch aktiviertes 
Endothel beteiligt. Dabei ist insbesondere ein Gradient des löslichen MCP-1 von 
Bedeutung
37
. Die protektive Wirkung von CCR2 
-
/
–
 oder MCP-1
-
/
–
Knock-out auf 
die Atheroskleroseentstehung im Mausmodell wird der verminderten transendo-
thelialen Migration zugeschrieben
94,95
. Die gesteigerte Expression von MCP-1 
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könnte also erst zu einem späteren Zeitpunkt der Adhäsionskaskade, bei der 
Transmigration, von funktioneller Bedeutung sein. 
4.3.3 Fraktalkine/ CX3CR1 
Chemokine triggern G-Protein-abhängig durch Bindung an ihre Rezeptoren auf 
Leukozyten die Aktivierung von Adhäsionsmolekülen. Dazu werden sie in lösli-
cher Form sezerniert und z.B. über Proteoglykanbindung an der Oberfläche im-
mobilisiert. Fraktalkine nimmt unter den Chemokinen eine besondere Rolle ein, 
da es nicht nur in löslicher Form sezerniert wird, sondern darüber hinaus mem-
branständig selbst als Adhäsionsmolekül fungiert
96
. Lösliches, sezerniertes Fra-
kalkine ist ein potentes Chemoattraktans für Monozyten und T-Zellen
60
. Greaves 
et al.
97
 wiesen Fraktalkine in atherosklerotischen Läsionen nach. Die Fähigkeit 
Fraktalkines sowohl Monozyten zu rekrutieren, als auch ihren Arrest zu vermit-
teln, machen es zu einem interessanten “Kandidatengen” für die Entstehung von 
Atherosklerose und Restenose. Lesnik et al.
29
 untersuchten den Einfluss von Frak-
talkine und seines Rezeptors CX3CR1 auf die Makrophagenrekrutierung in einem 
Modell der Atherosklerose. Der Doppelknockout von apoE und CX3CR1 (apoE
-
/
- 
CX3CR1
-
/
-
) führte zu einer signifikanten Reduktion der Monozytenrekrutierung 
und hemmte die Ausbildung atherosklerotischer Läsionen. Fong
98
 beschreibt in 
seiner Arbeit einen durch Fraktalkine und seinen Rezeptor CX3CR1 vermittelten, 
von Selektinen und Integrinen unabhängigen Arrest von Leukozyten auf Endothel. 
In der vorliegenden Arbeit wurde durch Vorbehandlung mit blockierenden Ak 
gegen Fraktalkine der auf neointimalen SMCs gesteigerte Arrest von Monozyten 
vermindert. Die funktionelle Relevanz der differentiellen Expression von Fraktal-
kine in neointimalen und medialen SMCs weist auf eine Bedeutung von Fraktal-
kine auch im Rahmen der Restenose hin. Rückschlüsse auf die zugrundeliegenden 
Regulationsmechanismen lassen sich aus den vorliegenden Daten jedoch nicht 
ziehen. Neben dem „klassischen“ G-Protein gekoppelten, integrin-vermittelten 
Weg wäre eine Bindung von Fraktalkine an andere Rezeptoren denkbar. 
L-Selektin erkennt z.B. Muzin-ähnliche Moleküle mit O-Glykosylierung
99-103
, ein 
Motiv, das auch Fraktalkine aufweist. Eine Bindung an Selektine wäre ebenso 
denkbar, wie ein Mechanismus der Monozytenrekrutierung, der von Integrinen 
und Selektinen unabhängig ist. 
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4.3.4 SDF-1 / CXCR-4 
SDF-1  gehört zu den CXC-Chemokinen. Es reguliert die Migration von hämato-
poetischen Stammzellen in Gebiete des Gewebsersatzes, z.B. im Rahmen des 
“homings” nach Knochemmarkstransplantation104, oder die Migration von neuro-
nalen Progenitorzellen
105
. Darüberhinaus wurde SDF-1  eine bedeutende Rolle 
bei der Entstehung neointimaler Hyperplasie nach Gefäßverletzung zugeschrie-
ben. Während in der unverletzten Gefäßwand kein SDF-1  nachweisbar ist, ließ 
es sich bereits 24h nach endothelialer Denudation durch Drahtverletzung muriner 
Karotiden in der Media nachweisen, wo es die Rekrutierung von SMC-
Progenitorzellen in die verletzte Gefäßwand induziert
106
. 
Im Gegensatz zu P-Selektin und GRO- , deren Beteiligung am gesteigerten 
Monozytenarret auf neointimalen SMCs durch Vorbehandlung mit Ak gegen 
P-Selektin und Antagonisierung von GRO-  in der Parallelwandflusskammer 
gezeigt werden konnte, hatte die Blockade des SDF-1 -Rezeptors CXCR4, trotz 
differentieller Expression von SDF1- , keinen Einfluss auf die Monozytenadhä-
sion. Dies entspricht den Daten von Schober
106
, der vier Wochen nach Drahtver-
letzung SDF-1  fast ausschließlich in SMCs nachweisen konnte, nicht aber in 
Makrophagen. In den Adhäsionsversuchen mit CD4
+
CD45RO-T-Zellen bewirkte 
eine Blockade des SDF-1  Rezeptors CXCR4 eine Reduktion des auf neointim-
alen Zellen gesteigerten Arrests, was dafür spricht, dass SDF-1  selektiv den Ar-
rest von CD4+CD45RO-T-Zellen vermittelt. 
Der gesteigerte Arrest von CD4+CD45RO-T-Zellen war auch durch VLA-4-
Blockade hemmbar, was belegt, dass der CD4+CD45RO-T-Zell-Arrest ebenfalls 
VLA-4-vermittelt ist. 
4.4 Die Rolle von NF- B in der vaskulären Antwort auf Verlet-
zung 
NF- B und seine Inhibitoren bilden ein autoregulatives System, das für die Ent-
stehung der Atherosklerose und Restenose von Bedeutung ist. So wurde in SMCs, 
Makrophagen und Endothelzellen intimaler Läsionen in humanen atheroskleroti-
schen Gefäßen vermehrt aktiviertes NF- B gefunden
107
, während in gesunden 
Gefäßen nur wenig aktiviertes NF- B nachgewiesen werden konnte. I B-Level 
fielen nach Ballonkatheterdilatation von Ratten-Karotiden in medialen SMCs 
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rasch ab und die NF- B-Aktivierung korrelierte mit der Proliferation von SMCs 
sowie der gesteigerten Expression NF- B-abhängiger Gene
80
. 
Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte, konstitutiv gesteigerte Aktivität der 
IKK in neointimalen SMCs gab Hinweis auf eine Regulation des proinflammato-
rischen Phänotyps neointimaler SMCs über den NF- B-Pfad. Die Daten legen 
dabei eine konstitutive Aktivierung NF- Bs nahe. 
Lindner et al. zeigten, dass die Bindungsaktivität von NF- B an DNA als 
Voraussetzung für die transkriptionelle Regulation in SMCs bis zu 14 Tage nach 
Gefäßverletzung in einem Rattenmodell erhöht ist
71
. Darüber hinaus wurde in 
dieser Arbeit die Adhäsion von Monozyten an luminal gelegene SMCs in dieser 
Zeit beobachtet. Eine Reihe von Genen, die im neointimalen Phänotyp vermehrt 
exprimiert wurden, z.B. P-Selektin, GRO- , MCP-1 und Fraktalkine, sind 
NF- B-abhängig reguliert
28,29,41
. Während aber in Endothelzellen NF- B nur tran-
sient über Chemokine aktiviert wird
108
, ist für SMCs eine konstitutive und dauer-
hafte Aktivierung von NF- B in vitro und in vivo beschrieben
71
, wahrscheinlich 
über einen anderen Mechanismus der NF- B-Regulation
109
. 
Durch die Abnahme des Leukozytenarrests auf SMCs nach Überexpression 
des NF- B-Inhibitors I B-  konnte bewiesen werden, dass NF- B an der Regula-
tion des proinflammatorischen, proadhäsiven Phänotyps neointimaler SMCs di-
rekt beteiligt ist. 
Überraschenderweise konnte für VCAM-1, das ebenfalls über den NF- B-
Pfad reguliert werden kann, keine differentielle Expression gezeigt werden. Die-
ses Ergebnis ist jedoch mit Blick auf die Studie von Lavie et al.
110
, die eine 
NF- B-unabhängige Regulation von VCAM-1 für SMCs in der Phase der Zelldif-
ferenzierung in vitro beschreibt, erklärbar. Darüber hinaus zeigten sich Unter-
schiede in der Dauer der gesteigerten Expression von VCAM-1 und MCP-1 nach 
einer Gefäßverletztung in vivo: die VCAM-1-Expression war transient, die von 
MCP-1 konstitutiv, was auf unterschiedliche Regulationsmechanismen für diese 
Proteine hindeutet. 
Eine mögliche Hypothese wäre die Aufrechterhaltung einer ursprünglich 
„akuten“ NF- B-Aktivierung durch IL-1  durch einen Auto-loop-Mechanismus: 
NF- B aktiviert SMCs und durch gesteigerte Sekretion von z.B. IL-6 oder auch 
MCP-1 könnte diese NF- B-Aktivierung autokrin erhalten werden. Ebenso denk-
bar wäre eine Regulation der IKK durch bisher nicht bekannte Faktoren. 
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In mehreren Studien
80,111,112
 wurde die funktionelle Bedeutung NF- Bs an der 
Läsionentstehung nach Gefäßverletzung untersucht. So zeigt die Studie von 
Breuss et al.
111
, dass eine Blockade NF- Bs über adenoviralen Transfer von I B 
zum Zeitpunkt der Ballondilatation von Kaninchen-Aa.-iliacae die Expression der 
NF- B-abhängigen Gene ICAM-1 (um 30%) und MCP-1 (um 50%) reduzierte. 
Außerdem führte der Gentransfer von I B zu einer Reduktion der Monozytenrek-
rutierung um 90% (gemessen fünf Tage nach Gefäßverletzung). Blockade der NF-
B-Aktivierung führt also in vivo zu einer veränderten Antwort auf eine Gefäß-
verletzung. 
Bisher blieb jedoch in allen Studien unklar, ob die NF- B-Aktivierung ledig-
lich Ausdruck der ablaufenden Enzündungsreaktion ist oder ob sie die „treibende 
Kraft“ der Vorgänge ist. Zwar konnte gezeigt werden, dass Blockade der NF- B-
Aktivierung zu einer Veränderung des Phänotypen glatter Muskelzellen führt, die 
genauen Zielgene NF- Bs und damit mögliche nutzbare Angriffspunkte waren 
bisher nicht identifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde ein proinflammatori-
scher Phänotyp neointimaler SMCs identifiziert, der durch die konstitutiv gestei-
gerte Expression von P-Selektin und der Chemokine GRO- , SDF-1  und Frak-
talkine charakterisiert ist. Damit wurde neben der Bedeutung von SMCs für Mat-
rixremodelling
113
 und Proliferation
114
 ein weiterer NF- B-abhängiger Transkripti-
onsweg definiert, der die Beteiligung von SMCs an inflammatorischen Prozessen 
bei der Restenosegenese beleuchtet. 
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5 Zusammenfassung 
Wichtigste Komplikation der PTCA ist nach wie vor die Restenose. Nach der 
Verletzung der Intima durch einen Ballonkatheter wird ein Reparationsmechanis-
mus in Gang gesetzt, der unter bestimmten Voraussetzungen zu einem erneuten 
Lumenverlust durch Neointimabildung führt. An der neointimalen Hyperplasie 
sind unterschiedliche Zellen wie Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten 
beteiligt. Die Interaktionen zwischen verschiedendsten Signalmolekülen laufen 
sequentiell und sich überlappend ab. Während das Zusammenspiel von Endothel-
zellen und Leukozyten während der Extravasation von Leukozyten bereits gut 
erforscht ist, gibt es über die Beteiligung an der Leukozyten-Rekrutierung von 
glatten Muskelzellen, die nach Deendothelialisierung direkten Kontakt zum Blut-
strom haben, bisher weniger Daten.  
In dieser Studie wurden neointimale glatte Muskelzellen auf ihr Potential, 
Leukozyten zu rekrutieren, untersucht. Orientierungspunkt war dabei das Multi-
step-Modell, dem die Interaktionen von Endothelzellen und Leukozyten im Rah-
men der Extravasation folgen. 
In Flussversuchen in der Parallelwand-Flusskammer waren sowohl Rollen, als 
Vorstufe des festen Arrests in der Adhäsionskaskade, als auch der feste Arrest von 
Monozyten und T-Gedächtniszellen auf neointimalen SMCs gegenüber medialen 
gesteigert. Durch Versuche mit blockierenden Antikörpern konnte gezeigt wer-
den, dass der gesteigerte Arrest P-Selektin-vermittelt ist, während der basale Ar-
rest, den sowohl mediale als auch neointimale SMCs unterstützen, VLA-4-
abhängig ist. Der gesteigerte Monozytenarrest wurde durch das CXC-Chemokin 
Gro-  und Fraktalkine getriggert, während der T-Zell-Arrest durch SDF-  regu-
liert wurde. Es konnte so ein neointimaler Phänotyp identifiziert werden, der ge-
genüber medialen SMCs ein gesteigertes Potential aufweist, Leukozyten-Arrest 
über die Regulation bestimmter Adhäsionsmoleküle und Chemokine zu vermit-
teln. Beschreibt man die Restenose als Entzündungsgeschehen, lässt sich der neo-
intimale Phänotyp auch als proinflammatorisch bezeichnen, der durch die gestei-
gerte Expression von P-Selektin und relevanten Chemokinen charakterisiert ist. 
Das Genexpressionsmuster wurde mittels Realtime-RT-PCR untersucht, und 
entsprechend der funktionellen Daten zeigte sich eine gesteigerte Expression von 
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P-Selektin, SDF-  und GRO- . VCAM-1 dagegen war nicht differentiell expri-
miert. 
Durchflusszytometrisch konnte auf neointimalen SMCs eine vermehrte Ober-
flächenexpression von Fraktalkine, SDF-  und GRO- nachgewiesen werden. 
Obwohl in den Lysaten neointimaler SMCs mittels ELISA eine vermehrte Ex-
pression des CC-Chemokines MCP-1 nachweisbar war, wurde es nicht an der 
Oberfläche neointimaler SMCs immobilisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die 
funktionellen Unterschiede zwischen neointimalen und medialen SMCs ein Kor-
relat in der Gen- und Proteinexpression haben. 
Hinsichtlich der Beteiligung NF- Bs an der Regulation einer Reihe von an 
der Leukozytenrekrutierung beteiligten Genen untersuchten wir die Rolle NF- Bs 
im Bezug auf den neointimalen Phänotyp. In neointimalen SMCs konnte eine 
konstitutiv gesteigerte Aktivierung der IKK nachgewiesen werden. Die Vermu-
tung einer gesteigerten NF- B-Aktivierung konnte durch Immunfluoreszenz-
färbung von nukleärem p65 bestätigt werden. Den letztendlichen Beweis einer 
Regulation des funktionellen Phänotyps neointimaler SMCs durch NF- B er-
brachte die Blockade der NF- B Aktivierung durch adenoviralen Gentransfer des 
NF- B inhibitors I B- B. Blockade der NF- B-Aktivierung führte zu einer Ab-
nahme des Arrests von Monozyten und T-Gedächtniszellen.  
Darüber hinaus konnte die Expression von P-Selektin auch in vivo an einem 
murinen atherogenen Modell bestätigt werden. -Aktin
+
 VE-Cadherin
-
-Zellen, die 
zwei Wochen nach Gefäßverletzung aus der Neointima mikrodisseziert wurden, 
konnten mittels RT-PCR als Quelle für P-Selektin identifiziert werden, 
Zusammengefasst haben wir in dieser Studie einen NF- B-regulierten proinf-
lammatorischen Phänotyp neointimaler SMCs identifiziert, der durch gesteigerte 
Expression von P-Selektin und Chemokinen charakterisiert ist, die zu einer ge-
steigerten Leukozytenrekrutierung führt. Es konnte gezeigt werden, dass in vitro 
Blockade von NF- B den funktionellen Phänotypen glatter Gefäßmuskelzellen 
verändern kann. Desweiteren konnten Schlüsselgene identifiziert werden, die ei-
nen direkten Angriffspunkt für NF- B darstellen. Daraus ergeben sich neue Hin-
weise, um die im Rahmen der Restenose ablaufenden Mechanismen besser zu 
verstehen. 
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